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RESUMO

PEREIRA, Livia Bessa de Paula. Presenca de herpesvirus associado ao fibropapiloma em
tartarugas verdes (Chelonia mydas) da regido de forrageamento de Angra dos Reis, R.J.
2022. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em Ecologia e Evolucéo) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

A costa brasileira é habitada por cinco espécies de tartarugas marinhas (Tetrapoda,
Chelonioidea), que utilizam este territério como area de reproducdo e alimentacdo. A
preservacdo desses animais vem sendo ameagada por atividades humanas, notadamente
poluicdo dos oceanos por residuos solidos e interacdes com artefatos de pesca. O litoral do
Estado do Rio de Janeiro é considerado de extrema importancia para a conservagdo das
tartarugas marinhas, seja por abrigar as areas latitudinais limitrofes de reproducéo ou diversas
areas de alimentacgdo espalhadas por toda sua extensao litoranea. Este projeto visa examinar as
variantes virais do herpesvirus associado a fibropapilomas de tartarugas (o alfa-herpesvirus 5
de quelonideo, ChHV5) na &rea de alimentagdo da regido de Angra dos Reis (R.J.), no periodo
de 2013 a 2016. Amostras de tumor e de tecido saudavel foram coletadas de 43 tartarugas verdes
que apresentavam fibropapilomas, e submetidas a extracbes de DNA genémico total, e
amplificacdes por PCR de um fragmento do gene da DNA polimerase (DNApol) do genoma
viral usando os primers senso e reverso, GTHV2 e GTHV3, respectivamente. Os resultados
indicaram que a prevaléncia da fibropapilomatose em tartarugas-verdes da area de alimentacéo
da regido de Angra dos Reis (R.J.), no periodo de 2013 a 2016, foi de 14,4% (58 tartarugas
acometidas em 404 capturadas pelo programa PROMONTAR-Angra). Nao foi observada
relacdo entre a temperatura alta na regido onde se localiza o Efluente das Usinas (Piraquara) e
maior incidéncia de fibropapilomatose. Observou-se que a quantidade de DNA viral de tumores
biopsiados (maior rendimento) e de pele saudavel (menor rendimento) apresentou grande
variacdo independente do ano, idade ou localizacdo geogréafica de coleta, implicando um papel
na etiologia da fibropapilomatose, podendo refletir o estagio de desenvolvimento do tumor.
Foram identificados dois haplo6tipos, correspondentes as variantes virais do herpesvirus
ChHV5, aqui denominadas B7 (N=15, 71,4%), e B8 (N=6, 28,6%), nas 21 amostras que tiveram
sucesso na amplificacdo e sequenciamento. Nao houve diferenca significativa na ocorréncia das
variantes virais do herpesvirus das tartarugas verdes de Angra dos Reis (R.J.) e as outras areas
de reproducao e forrageamento no Brasil.

Palavras-chave: Tartarugas marinhas. CFPHV (herpesvirus quelonideo associado ao
fibropapiloma). ChHV5 (Alfa-herpesvirus 5 de quelonideo). Fibropapilomatose. Co-evolugéo
Parasita-Hospedeiro.



ABSTRACT

PEREIRA, Livia Bessa de Paula. Presence of herpesvirus associated with fibropapilloma in
green turtles (Chelonia mydas) from the foraging region of Angra dos Reis, R.J. 2022. 80 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ecologia e Evolugdo) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022,

The Brazilian coast is inhabited by five species of sea turtles (Tetrapoda, Chelonioidea),
which use this territory as a breeding and feeding area. The preservation of these animals has
been threatened by human activities, notably ocean pollution by solid waste and interactions
with fishing artifacts. The coast of the State of Rio de Janeiro is considered of extreme
importance for the conservation of sea turtles, either because it shelters the latitudinal bordering
areas of reproduction, or several feeding areas spread along its entire coastline. This project
aims to examine the viral variants of the fibropapilloma-associated chelonid alphaherpesvirus
5 (ChHV5) in the foraging area of Angra dos Reis (R.J.) region, in the period of 2013 to 2016.
Tumor and healthy tissue samples were collected from 43 green turtles that had fibropapillomas
and subjected to total genomic DNA extractions and PCR amplifications of a DNA polymerase
(DNApol) gene fragment from the viral genome, using the sense and reverse primers, GTHV2
and GTHV3, respectively. The results indicated that the prevalence of fibropapillomatosis in
green turtles from the feeding area of the region of Angra dos Reis (R.J.), in the period from
2013 to 2016, was 14.4% (58 turtles affected in 404 captured by the PROMONTAR-ANgra
program). No relationship was observed between the high temperature in the region where the
Plant Effluent (Piraquara) is located and the higher incidence of fibropapillomatosis. It was
observed that the amount of viral DNA from biopsied tumors (higher performance) and from
healthy skin (lower performance) exhibited a wide variation regardless of the year, age or
geographic location of collection, implying a role in the etiology of fibropapillomatosis, and
may reflect the stage of tumor development. Two haplotypes were identified, corresponding to
the viral variants of the ChHV5 herpesvirus, here called B7 (N=15, 71.4%), and B8 (N=6,
28.6%), in the 21 samples that were successful in amplification and sequencing. There was no
significant difference in the occurrence of viral variants of herpesvirus in green turtles from
Angra dos Reis (R.J.) and other breeding and foraging areas in Brazil.

Keywords: Sea turtles. CFPHV (fibropapilloma-associated chelonid herpesvirus). ChHV5
(Chelonid alphaherpesvirus 5). Fibropapillomatosis. Parasite-Host co-evolution.
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INTRODUCAO

Aspectos evolutivos sobre as tartarugas marinhas

O surgimento dos primeiros representantes da Ordem Testudines (Reino Animalia, Filo
Chordata, Classe Reptilia), se deu no Triassico Superior ha pelo menos 220 milhGes de anos
atras (RIEPPEL & REISZ 1999; FONG et al. 2012; WALKER et al. 2018; EVERS & BENSON
2019). A evolucéo dos Testudines, ainda € controversa, havendo quatro hipoteses principais: i)

Hipotese Anapsida, a condi¢do anapsidea (do grego, ‘An’ = sem, + ‘apsis’ = arco)(Figura 1),

caracterizada por ndo apresentar fenestra temporal pds-orbital, indica que as tartarugas
representam o grupo mais basal de amniotas vivos, e sdo intimamente relacionados ou mesmo
um ramo existente dos para-répteis anapsideos (répteis inicialmente divergentes) (Figura 1 e
Figura 2; GAUTHIER et al. 1988; REISZ & LAURIN 1991; LAURIN & REISZ 1995;
HEDGES 2012; LEE 1997a,b); ii) Hipotese Diapsida, hipdtese baseada na morfologia, as

tartarugas sao répteis didpsidos (do grego, ‘Di’ = duplo, + ‘apsis’ = arco), mas estdo
posicionadas fora do grupo principal dos Sauria (passaros, crocodilos, lagartos e tuatara,
BEVER et al. 2015); iii) Hipotese Archosauria, os Testudines teriam origem diapsida, com uma

relacdo de grupo-irmdo com os Arcosauros (linhagem que inclui crocodilianos e péassaros,
subdivisdo da linhagem Sauria), formando o clado Archelosauria, hipotese baseada em dados
moleculares (Figura 1 e 2; ZARDOYA & MEYER 2001, IWABE et al. 2005, MATSUDA et
al. 2005, HUGALL et al. 2007 , SHEN et al. 2011, TZIKA et al. 2011, CHIARI et al. 2012,
CRAWFORD et al. 2012, 2015, FONG et al. 2012, LU et al. 2013, SHAFFER et al. 2013,
WANG et al. 2013, FIELD et al. 2014); iv) Hipotese Lepidosauria, as tartarugas sao

posicionados dentro do grupo principal de saurios, como grupo irmdo do clado lagarto-cobra-
tuatara (Lepidosauria) (Figura 2) (RIEPPEL & deBRAGA 1996, deBRAGA & RIEPPEL 1999;
WANG et al. 2013; POUGH et al. 2015) - uma hipotese filogenética que continua viavel e ainda
é muito discutido entre os paleontologistas (HILL 2005; LI et al. 2008, 2018; LYSON et al.
2012; BEVER et al. 2015; SCHOCH & SUES 2015).
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Figura 1 - Tipos de cranios: sinapsideo (Synapsida, cranio com uma abertura temporal,
mamiferos), anapsideo (Anapsida, crénio sem abertura temporal atras da orbita ocular,
tartarugas) e didpsideo (Diapsida, cranio com duas aberturas temporais, uma lateral e uma
dorsal, outros répteis + aves), mostrando suas relagdes evolutivas hipotéticas. Fenestra temporal
indicada por areas enegrecidas; as orbitas (0rbitas dos olhos) estdo sombreadas.

Anapsida Diapsida

o=

Synapsida Eureptilia

~. 7

Amniota

Fonte: Adaptado de MARTIN, 2001.



Figura 2 - Hipoteses alternativas para a posi¢do filogenética de Testudines (tartarugas).

A

Archosauria
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- @---
R =2
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B
malia Lepidosauria Archosauria
Ankylopoda Archelosauria
Sauria
Diapsida

Anapsid origin of turtles Ei}
& Hypothesis

Amniota
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Legenda: (A) As cinco hipoteses alternativas para a colocagdo de tartarugas dentro de amniotas 1) tartarugas como
amniotas basais, 2) tartarugas como sauropsidas basais, 3) grupo-irmao tartaruga-lepidossauro, 4) grupo-irméo
tartaruga-arcossauro e 5) grupo-irmao tartaruga-crocodilo. (B) 1) Hipotese Anapsida, tartarugas grupo-irméo de
répteis anapsideos precoces, filogenias baseadas em morfologia; 2) Hipdtese Lepidosaria ou Ankylopoda,
tartarugas sdo répteis diapsidos, posicionados dentro de Sauria, como grupo-irméo dos lepidossauros (lagartos +
tuatara); 3) Hipotese Diapsida, tartarugas sao répteis diapsidos, mas estdo posicionados fora de Sauria; 4) Hipdtese
Archelosauria, tartarugas dentro de Sauria como grupo-irm&o dos Archosauria (aves e crocodilianos). Fontes: (A)

retirado de FONG et al., 2012; (B) retirado de LYSON & BEVER, 2020.
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Mesmo usando abordagens moleculares, a inconsisténcia ainda permanece (HEDGES et
al 1990; TZIKA et al 2011; CHIARI et al. 2012; CRAWFORD et al. 2012, PEREIRA et al.,
2017; EVERS & BENSON 2019; THOMSON et al., 2021). Contudo, a questao da importancia
da morfologia da regido temporal no cranio dos tetrapodes ainda esta em discussdo, com novas
propostas de classificagdes com base na evolugdo das diferentes aberturas temporais em
Amniota (mamiferos, aves e répteis) (ABEL & WERNEBURG 2021).

O grupo dos Testudines é composto por duas linhagens com taxa contemporaneos:
Cryptodira, tartarugas de pescoco escondido, e Pleurodira, tartarugas de pescoco lateral (Figura
3, THOMSON et al., 2021).

Figura 3 - Historia evolutiva dos Testudines, com destaque para os Cryptodira.
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Fonte: modificada de THOMSON et al., 2021.
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Com a diversificagdo dos primeiros quel6nios, surgiu a linhagem Americhelydia
(incluida na Subordem Cryptodira, CRAWFORD et al. 2015), formada por taxa que viveram
no Periodo Cretaceo, na América do Norte. Existem trés superfamilias naturais da Subordem
Cryptodira, nomeadamente: Chelonioidea (tartarugas marinhas), Testudinoidea (tartarugas de
agua doce e céagados), e Trionychoidea (tartarugas de casco mole e semelhantes, inclui
Kinosternoidea, grupo parafilético de tartarugas aquaticas). A Superfamilia Chelonioidea é
aquela na qual estdo inclusas as tartarugas marinhas viventes, que colonizam 0s oceanos de
forma cosmopolita (Figura 6, CRAWFORD et al. 2015).

O grupo das tartarugas marinhas viventes é descrito como monofilético (Figura 3,
THOMSON et al., 2021), isto €, os individuos presentes nele partilham de um mesmo ancestral
comum exclusivo. Considerando a linhagem das tartarugas marinhas (Chelonioidea), ndo é
possivel constatar de forma clara quando houve a separagdo entre esses grupos, uma vez que o
registro mais antigo é datado de maneira presumida nas Américas (CRAWFORD et al. 2015).

A principal inovacao evolutiva dos quel6nios é a carapaca dorsal reduzida (chamada
também de casco), sendo este um dos fatores que contribuiram para a diferenciacdo deste grupo,
limitando sua diversidade. Além da presenca do casco nestes queldnios, os dentes presentes nas
regides marginais da boca também fazem parte de sua morfologia caracteristica, assim como o
plastrdo ventral, o qual apresenta claviculas e interclaviculas (regido anterior) e costelas
localizadas no abdémen (regido posterior) (Figura 4; WYNEKEN 2013; SCHOCH & SUES
2020). Tanto a carapaga, quanto o plastrdo, estdo formados por uma camada externa de
queratina e uma camada interna composta de 0ssos, sendo, portanto, resultado da juncéo entre
as costelas, vértebras e ossos dérmicos (HICKMAN et al. 2010; WANG et al. 2013;
WYNEKEN 2013; CORDERO et al., 2018; EVERS & BENSON 2019; SCHOCH & SUES
2020).
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Figura 4 - Caracteristicas morfologicas tipicas da tartaruga.
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Legenda: A, Casco, secdo sagital através do esqueleto de um cagado-de-carapaca-estriada (Emys orbicularis). B,
Integracéo total do esqueleto axial dorsal na carapaca de um matamata (Chelus fimbriatus), um cégado de &gua
doce pertencente a familia Chelidae. Carapaca mostrada em vista ventral (visceral). C, Visdo ventral de uma
tomografia computadorizada 3D de uma Caretta caretta, cabecuda, juvenil. As trés regides do esqueleto sdo
codificadas por cores. Observe que o ombro e os elementos do esqueleto pélvico estdo dentro da caixa toracica,
uma caracteristica das tartarugas. Fonte: A e B, retirados de SCHOCH & SUES, 2020, C retirado de WYNEKEN,
2013.

As adaptac6es morfoldgicas presentes nas tartarugas marinhas mostram que durante sua
evolucdo a carapaga se desenvolveu de tal modo a fornecer hidrodindmica ao animal, ou seja,
se tornando menos pesada e achatada, facilitando, portanto, o deslizamento entre as correntes
de &gua. Além disso, as quatro patas evoluiram para nadadeiras, que permitiram uma maior
facilidade e agilidade para natacdo (LUTZ & MUSIK, 1997; SANTOS et al. 2011). As
glandulas de sal sdo outra das novidades evolutivas do grupo, sdo glandulas exdcrinas cuja
funcéo é controlar o equilibrio da concentracdo de sais no corpo do organismo, permitindo que
as tartarugas bebam agua salgada e se alimentem de plantas, ou animais, como invertebrados
marinhos, com alta concentracgéo ionica (PARRILLA-BELET al., 2016; de MELO et al. 2020).
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Historico e espécies viventes

No mundo, existem sete espécies de tartarugas marinhas, habitando mar aberto e
ambientes costeiros, e entre estas, ha cinco espécies que se encontram no litoral brasileiro. Essas
tartarugas pertencem a duas familias: Cheloniidae, representada por Caretta caretta (Linnaeus,
1758), Chelonia mydas (Linnaeus, 1758), Eretmochelys imbricata (Linnaeus, 1766) e
Lepidochelys olivacea (Eschsholtz, 1829); e Dermochelyidae, com apenas uma espeécie,
Dermochelys coriacea (Vandelli, 1761) (VARGAS et al. 2009; ALMEIDA et al. 2011,
MARCOVALDI et al. 2011; CRAWFORD et al. 2015; ALVAREZ-VARAS et al. 2016).

Caracteristicas gerais das tartarugas marinhas

As tartarugas marinhas sdo muito conhecidas por viverem por muito tempo, podendo
chegar aos 100 anos de vida ou mais. O principal motivo para esta longevidade é o fato de
possuirem uma taxa metabolica reduzida. Esta condi¢dao também esta ligada com sua respiracao.
E muito comum, observar-se nas praias esses animais colocando suas cabecas para fora por um
periodo breve, e em seguida, ficar muito tempo de baixo da agua. Isto se da pelo fato das
tartarugas marinhas consumirem uma quantidade muito baixa de oxigénio a cada segundo,
fornecendo-lhes a capacidade de permanecer horas sem respirar (MOTANI, 2009).

Quando atingem a faixa etaria de trés a cinco anos, os individuos considerados juvenis
se dirigem para areas de alimentacao dispostas ao longo da costa. Nestes locais, permanecem
até que alcancem sua maturidade sexual, que para as tartarugas marinhas é em média 25 anos
de idade (LUTZ & MUSIK, 1997). Chegando neste periodo, os individuos, tanto machos
quanto fémeas, migram para &reas de reproducdo a fim de que ocorra o acasalamento.
Geralmente, apés um periodo reprodutivo, as fémeas retornam para a praia em que nasceram,
em um intervalo de dois a quatro anos, caracterizando a filopatria (“amor ao lar" em grego
antigo, define o comportamento de animais que sempre retornam a locais especificos para se
alimentarem ou procriarem) ((LUTZ & MUSIK, 1997; NARO-MACIEL et al. 2014;
MARTINS et al., 2018). Pouco se sabe sobre o0 estagio de vida dos filhotes até que cheguem a

fase de juvenis, chamados de anos perdidos (“lost years”) (Figura 5).



Figura 5 - Etapas do ciclo de vida das tartarugas marinhas.

Quando juvenis se dirigem para
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Os filhotes quebram a casca dos ovos e 120 ovos que ficam de
saem juntos do ninho 45 a 60 dias incubados

Fonte: a autora, com imagens retiradas do Canva, 2022.
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Atingindo a maturidade sexual, se
dirigem para area reprodutiva para
copularem

As fémeas deixam o mar para
construir o ninho marcando a
areia com seu rastro

N&o é novidade que este grupo realiza migracGes de longas distancias durante seu

complexo ciclo de vida. Por este motivo, alguns espécimes com origem natal no litoral

brasileiro s&o vistos em aguas da Africa e do Caribe, consideradas muito distantes da América

do Sul. Assim, a disponibilidade de recursos alimenticios e a localizacéo dos sitios reprodutivos

podem encontrar-se ha longas distancias oceanicas, e individuos que tenham nascido em uma

mesma praia ndo necessariamente se alimentam nos mesmos sitios (ALVAREZ-VARAS et al.

2016; EVANS et al. 2019).
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Reproducao e paternidade multipla

O acasalamento ocorre no ambiente marinho, em geral, proximo as areas de desova.
Fémea e macho se encontram e a cOpula comeca com algumas mordidas no pescogo e nos
ombros, podendo durar vérias horas. Os machos e as fémeas sdo muito semelhantes entre si,
podendo ser diferenciados somente na fase adulta, quando os machos apresentam rabo longo e
unhas bastante desenvolvidos. Os machos agarram-se as fémeas, sobre o casco, utilizando as
longas garras das nadadeiras anteriores e posteriores. Os machos brigam pela oportunidade da
copula, sendo comum que os ovos de uma mesma fémea sejam fecundados por mais de um
deles (paternidade multipla). As tartarugas se desenvolvem a partir de ovos, a fémea cava um
buraco e pde os ovos dentro dele. Geralmente a temperatura do ninho tem influéncia no sexo
dos filhotes, sendo que as temperaturas mais quentes favorecem o nascimento de fémeas, ao
passo que sob temperaturas mais frias nascem mais machos.

A caracterizacdo genética de uma populacdo reprodutiva de tartarugas marinhas pode
ser obtida através de informacdes relacionadas sobre sua origem natal, ou seja, a partir de dados
obtidos sobre seu local de nascimento. Caracteristicas genéticas podem trazer conhecimento
sobre individuos adultos de sitios reprodutivos distintos (REES et al., 2017).

Chelonia mydas

Aspectos morfoldgicos

Conhecida popularmente como tartaruga verde, Chelonia mydas Linnaeus, 1758
(Testudines, Cheloniidae), recebeu tal denominagdo por apresentar a coloracdo esverdeada
caracteristica do tecido presente sob sua carapaca (AWABDI, 2013). Morfologicamente, possuli
um par de placas pré-frontais (PPFs) na cabeca, quatro placas orbitais (POEs) na lateral da
cabeca (Figura 6), quatro pares de placas laterais (PLCs) na carapaca (Figura 7) e quatro pares
de placas inframarginais no plastrdo (PIPs) sem poros (SANTOS et al., 2011). Quando os
individuos se tornam adultos, podem chegar ao comprimento total (linear) de 1,20 m, tendo um
peso corporal de 230 kg (PRITCHARD & MORTIMER, 1999).
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Figura 6 - Placas de Chelonia mydas.

PIPs

Legenda: PPF, placa pré-frontal; POEs, placas orbitais esquerda (quatro); POD, placas orbitais direita; PLCs,
placas laterais da carapaca (quatro); e PIPs, placas inframarginais do plastrdo (quatro pares). Fonte: modificada de
WYNEKEN, 2001.

Sua dieta consiste em sua maior parte de “grama marinha”, chamada na literatura como
seagrass (Figura 7). Usualmente, os individuos sdo encontrados durante o forrageamento sobre

a superficie de um determinado substrato ou proximo ao mesmo (JOHNSON et al. 2017).

Figura 7 - Chelonia mydas forrageando em gramas marinhas.
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Legenda: A, Hawaii; B, Algas marinhas Thalassia testudinum Koenig, 1805, Bahamas.
Fonte: A, https://www.tripadvisor.com.br/LocationPhotoDirectLink-g28932-i297381766-Hawaii.html; B, foto de
Shane Gross, https://grossphotographic.photoshelter.com/image/I0000ibq7Yt96PBc.
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Distribuicio geogréafica da espécie e ocorréncia no Brasil

E a espécie de tartaruga marinha que esté localizada mais proxima da costa, sendo mais
facil sua visualizagdo. Sua distribuicdo de forma cosmopolita entre 0s oceanos se da em regides
tropicais e subtropicais (Figura 8). A llha da Trindade, o Atol das Rocas e a ilha de Fernando
de Noronha, localizadas nos estados Espirito Santo, Rio Grande do Norte e Pernambuco,
respectivamente, sdo as regides principais de ocorréncia de desova da espécie (ALMEIDA et
al., 2011; HAMABATA et al., 2020).

Figura 8 - Distribuicao de Chelonia mydas Linnaeus, 1758 no globo.
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Legenda: A faixa azul representa a distribuigdo, os circulos vermelhos sdo importantes locais de nidificacao, e 0s
circulos amarelos representam outros locais de nidificagdo menores.
Fonte: https://www.inaturalist.org/guide_taxa/239573.

Filogeografia global de Chelonia mydas

Em recente trabalho, Jensen e colaboradores (2019) examinaram a estrutura genética e
a filogeografia global de Chelonia mydas, a luz de eventos climéaticos do passado e das
necessidades atuais de conservagdo. Usando uma analise filogeografica para avaliar como a
historia demografica, a disperséo e as barreiras ao fluxo génico levaram a distribuicéo atual das

linhagens de DNA mitocondrial (DNAmt, 386 pares de bases da regido controle), os autores
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identificaram 11 linhagens divergentes vinculadas a regies biogeograficas especificas (Figura
9). As andlises filogenéticas revelaram uma origem antiga para as espécies centradas no Indo-
Pacifico e colonizacdo mais recente do Pacifico Central / Oriental, bem como a Bacia do
Atlantico. No geral, existe uma forte estruturacdo genética, mas com um padrdo claro de
conectividade regional entre col6nias. As principais conclusdes foram que as flutuagdes
climéticas do passado afetaram muito a distribuicdo da diversidade genética da tartaruga verde
(altamente migratoria), influenciaram as populacdes locais de maneiras diferentes (filopatria),

e as espécies parecem ter sobrevivido as ultimas glaciacdes em maltiplos refugios glaciais.

Figura 9 - Arvore filogenética bayesiana inferida da regido controle mitocondrial (384 pares

de bases, bp) de tartarugas verdes, Chelonia mydas Linnaeus, 1758.
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Legenda: Os nimeros acima dos ramos correspondem as probabilidades posteriores calculadas no BEAST. O eixo
dos comprimentos dos ramos é dado em milhdes de anos. Barras azuis verticais denotam os valores de intervalos
de densidade posterior 95% mais altos estimados para os nds da arvore. Natator depressus foi 0 grupo externo
para esta analise. O mapa mostra as proporcdes de ancestralidade da populagdo de cada uma das 11 linhagens de
DNA mitocondrial da tartaruga verde (I — XI). Os gréaficos de pizza no mapa indicam a proporcéo relativa de
individuos de cada Unidade de Manejo que pertencem a cada linhagem, com cada cor correspondendo a uma
linhagem genética. As principais regides evolutivamente distintas (agrupadas por linhas tracejadas no mapa) sao
NWATL = Atlantico NW, ECARIB = Caribe Oriental, MED = Mediterraneo, SATL = Atlantico Sul, SWIO =
Oceano Indico SW, NWIO = Oceano indico NW, IP = Indo-Pacifico, JP = Jap&o, CWP = Pacifico Centro-Oeste,
SWP = Pacifico Sudoeste, CSP = Pacifico Sul Central e C&EP = Pacifico Central e Oriental. Fonte: retirada de
JENSEN et al., 2019.
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Historico e principais ameacas

As tartarugas marinhas, de uma maneira geral, sempre sofreram com o impacto negativo
provocado pelo ser humano. A exploracdo comercial de certas partes do corpo destes animais,
Ccomo seu casco (ou carapaca), sua carne e ovos, juntamente com a poluicdo do ambiente
marinho (como o lixo jogado nas praias) e a perda do habitat causada pelo desenvolvimento
costeiro, foram outros fatores que contribuiram para a redugdo do nimero de individuos e para
0 atual estado de conservacdo das espécies (ALMEIDA et al. 2011; CASTILHOS et al. 2011,
MARCOVALDI et al. 2011; SANTOS et al. 2011).

Em resposta a estas ameacas, a espécie analisada aqui encontra-se, de acordo com a Lista
Vermelha da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (International Union for
Conservation of Nature, IUCN, 2021) e com a lista nacional do Livro Vermelho da Fauna
Brasileira Ameacada de Extingdo, Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio 2018; SiBBr 2021), dentro das categorias “EN, ‘endangered’ — em perigo” e “VU,

vulneravel”, respectivamente (Figura 10).

Figura 10. Estado de conservacédo de Chelonia mydas Linnaeus, 1758.
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Fontes: https://www.iucnredlist.org/search?query=Chelonia%20mydas&search Type=species e
https://specieslist.sibbr.gov.br/speciesListltem/list/drt1572557301581?g=Chelonia+mydas.
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Dentre as principais ameacas para esta espécie, estdo a captura ndo intencional por meio
de diferentes tipos de artefatos de pesca, a perda de habitat, a poluicdo dos oceanos, 0
acometimento de doencas e as mudancas climaticas (NARO-MACIEL et al. 2014; TRUSCOTT
etal. 2017; SINAEI et al. 2021).

Residuos sélidos

O crescente avanco dos centros urbanos, do ramo industrial e da tecnologia tem um
beneficio imenso tanto para a humanidade, quanto para conservacdo e preservacdo da
biodiversidade, porém, este desenvolvimento também gera producéo de residuos sélidos. Estes
residuos, por sua vez, provocam uma elevacao no nivel de poluicdo, na producdo de nutrientes
e particulas em suspensdo e sedimentacdo no ambiente marinho (BELL et al. 2019; ROMAN
et al. 2021) (Figura 11).

Figura 11 - Itens de residuos sélidos (lixo) comidos e letais para tartarugas marinhas na

necropsia.
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Legenda: Resumo da ingestdo de detritos em estudos de tartarugas marinhas onde a causa da morte era conhecida.
Os itens de detritos especificos que causam a morte sdo mostrados em vermelho, enquanto os itens de detritos
presentes no trato gastrointestinal, mas que ndo sdo responsaveis pela mortalidade, sdo mostrados em azul. Fonte:
Retirado de ROMAN et al., 2021.



27

Pesca incidental

Devido ao elevado nimero de redes de pesca de emalhe, arrasto de camarao, linha e
anzol, Chelonia mydas possui a taxa mais alta de espécimes (PUTMAN et al. 2020; AWABDI
et al. 2021) em fase juvenil capturados e mortos por este tipo de artefatos de pesca (Figura 12
e 13). Vale ressaltar que o resultado de um maior indice de individuos juvenis capturados pela
pesca, pode ser pelo fato de que sdo animais menores e, por isto, Sa0 mais susceptiveis de
ficarem presos (CHALOUPKA et al. 2008; AWABDI 2013). A perda de uma nadadeira, uma
das consequéncias acarretadas pelas redes, pode desencadear um outro problema grave para a
tartaruga: afetar a habilidade de forragear, visto que o animal ndo consegue manter sua
flutuabilidade e, também, nada com dificuldade (DE MELLO & ALVAREZ, 2020).

Figura 12 - Tendéncias na captura acidental da pesca com rede de emalhe e indices de

abundancia de tartarugas marinhas nas aguas da Carolina do Norte.
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Legenda: Tendéncias estatisticamente significativas sdo mostradas com linhas sélidas, linhas tracejadas denotam
nenhuma tendéncia detectavel ao longo do tempo. (b) As taxas de captura acidental da tartaruga verde aumentaram
acentuadamente (ajuste quadratico, R2 = 0,770, p = 0,000072, n = 16). (e) No levantamento com redes de emalhe
independentes da pesca, 0 nimero de tartarugas capturadas a cada ano aumentou para as tartarugas verdes (ajuste
linear R2 = 0,33, p = 0,015, n = 17). (h) Encalhes em todo o estado aumentaram para as tartarugas verdes (ajuste
quadratico R2 = 0,478, p = 0,00552, n = 19) Fonte: Retirado de PUTMAN et al., 2020.
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Figura 13 - Frequéncia de captura acidental de espécies de tartarugas marinhas no estado do

Rio de Janeiro, sudeste do Brasil, de acordo com relatos de pescadores.
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Legenda: Cm = Chelonia mydas, Ei = Eretmochelys imbricata, Cc = Caretta caretta, Dc = Dermochelys coriacea;
e Lo = Lepidochelys olivacea. Fonte: Retirado de AWABDI et al., 2021.

Doencas e poluicdo

Diversos agentes acarretam enfermidades nas tartarugas verdes, entre eles 0s agentes
virais, bacterianos, parasitarios e fungicos (BINDACO et al. 2020, GLEASON et al. 2020,
MASHKOUR et al. 2020, RAO et al. 2020, RITTENBURG et al. 2021). A proliferagédo destes
patdgenos no ambiente marinho muitas vezes € aumentada ou até causada por efeitos colaterais
como resposta a poluicdo, como acredita-se ser o caso, por exemplo, do herpesvirus (HV)
associado a fibropapilomatose (RAO et al. 2020). Ao contrario do que a maior parte dos estudos
trata, outras variantes de HV também causam doencas nas tartarugas verdes, como o0 ChHV-1
e 0 ChHV-6, os quais provocam dermatite, conjuntivite, traqueite, entre outros sinais clinicos
(BINDACO et al. 2020). Efeitos como reducdo da protecdo ao organismo fornecida pelo
sistema imune, elevacao do potencial de causar doenca e habilidade de ressurgéncia de infec¢éo,
também s&o possiveis consequéncias que agentes poluentes podem desencadear (DA SILVA et
al. 2016).
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A importancia da educac¢éo ambiental

O desenvolvimento de medidas corretas e efetivas de manejo, monitoramento e
conservacao junto da intensa educacdo ambiental da populacdo humana é de fundamental
importancia para manutencdo das espécies de tartarugas marinhas. No estudo publicado por
Rees e colaboradores, em 2016, buscou-se responder vinte metaquestfes a respeito de acbes de
conservacdo, metodologias de manejo, doencas, origem natal, impactos antropogénicos,
mudancas climaticas, dindmica populacional, reproducdo e biogeografia. Foram obtidos
resultados muito interessantes e intrigantes, entre eles a baixissima quantidade de material
disponivel na literatura cientifica a respeito de reproducdo, conservacao (caracterizacdo de
ameacas e medidas) e sobre a influéncia dos impactos antropogénicos nas populacdes de
tartarugas marinhas. Isto alerta para o fato de que os esforcos para explicar o assunto tratado
neste topico sdo carentes de dados e, portanto, necessitam de continuidade.

A fim de que estas acOes integradas funcionem, diversas questdes devem ser levadas em
conta, como conhecer a comunidade local, a biologia da espécie-alvo e de que maneira aplicar
as agOes pensadas. Isto porque, entendendo-se como as relagdes entre as partes funcionam
(comunidade, espécie-alvo, economia, de que forma a populagdo/governo local pode proteger,
etc.) todos sairdo ganhando. Por exemplo, propor um trabalho que seja lucrativo para o produtor
e que ao mesmo tempo faca produtor e consumidor estarem cientes do porqué e de como agir
na conservacdo do ambiente marinho e suas tartarugas. O incentivo governamental é
imprescindivel para que tudo seja realmente bem encaminhado (DELISLE et al. 2018;
GODLEY et al. 2020).

Ha diversos projetos de conservacdo que podem servir de exemplo, como o Projeto
TAMAR (https://www.tamar.org.br), que realiza confec¢fes de produtos da marca do projeto,
que sdo produzidos pela comunidade local. Um outro é o Projeto lurukuéa (@projetoiurukua),
criado por uma aluna e seu orientador (REGO et al. 2021) no campus NUPEM-UFRJ, que no
momento, além de a¢des nas redes sociais (divulgacdo de contetido sobre a tartaruga marinha),
também promove a venda de rifas em prol de confeccionar tendas, mascotes, informes para
atender mais e tornar mais visivel suas acdes e porque a tartaruga marinha merece atencédo. Ja
0 Projeto Aruand (@projetoaruana) esta consolidado no apoio a conservacdo das tartarugas

marinhas residentes préximas a coldnia de pescadores de Itaipu, Niteroi, R.J.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 O herpesvirus e a fibropapilomatose

1.1.1 O que é a fibropapilomatose?

As tartarugas marinhas, assim como outros animais, plantas e seres humanos, sao
acometidas por uma série de doencas e, entre elas, esté a fibropapilomatose, chamada aqui como
“FP”. Estudos informam que a FP é uma doenca contagiosa, que estd relacionada aos
herpesvirus, os quais pertencem a Familia Hespesviridae, que se caracteriza por ser dividida em
trés subfamilias e 13 géneros. O herpesvirus 5 de quelénios (ChHV5), um virus de DNA
(ALVARES-VARAZ et al., 2019), é constantemente apresentado como o agente causador
(agente etioldgico) da FP, visto que ele foi visualizado em amostras de tumor. Este virus
pertence a subfamilia Alpha-, sendo chamado, portanto, de alpha-herpesvirus. E reportado que
0 grupo de virus em questdo evolui juntamente com seu hospedeiro, tornando-o hospedeiro-
especifico (PAGE-KARJAN etal., 2012; LAWRENCE etal., 2018; JAMES et al., 2020, 2021).

A FP em tartarugas marinhas resulta na producdo de tumores, tanto externos quanto
internos (ou seja, viscerais), que sdo considerados benignos, mas podem obstruir fungdes
cruciais, como natacdo, alimentacdo, visdao e flutuabilidade, e pode levar a morte. A
fibropapilomatose de tartarugas marinhas foi relatada pela primeira vez na década de 1930 em
tartarugas verdes (Chelonia mydas) em Key West, Flérida, EUA (SMITH e COATES, 1938).
Atualmente, a FP, em C. mydas, outras tartarugas marinhas, e outros hospedeiros, tem uma
distribuico circuntropical (AGUIRRE e LUTZ, 2004; ALFARO-NUNEZ et al. 2014) (Figura
14), e foi relatada em todas as grandes bacias oceanicas nas quais tartarugas marinhas sao

encontradas, particularmente em habitats proximos a costa.
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Figura 14 - Deteccdo global de Herpesvirus associado ao Fibropapiloma de quelonideo
(CFPHV).

Legenda: Porcentagem de infectividade de tartarugas CFPHV agrupadas por diferentes espécies de tartarugas. As
cores diferentes representam a categoria da amostra de tecido e o status de infectividade como segue; Laranja =
FP exibindo tartarugas com CFPHV positivo, Amarelo = tartarugas clinicamente saudaveis também CFPHV
positivo e Verde = tartarugas clinicamente saudaveis CFPHV negativo (sem CFPHV). Fonte: Retirado de
ALFARO-NUNEZ et al., 2014.

1.1.2 Manifestacdo clinica

A manifestacdo clinica da fibropapilomatose ocorre por meio de tumores cutdneos
neoplasicos geralmente benignos que podem apresentar superficie lisa ou rugosa. Estes podem
aparecer como papilomas, fibropapilomas, fibromas, fibrosarcomas e mixofibromas. Os
papilomas emergem no tecido epidermal podendo ou ndo atingir a derme. Os chamados de
fibropapilomas sdo caracterizados por apresentar hiperplasia em ambas as camadas citadas
anteriormente, derme e epiderme, afetando principalmente a regido dos olhos, boca e pescoco
do animal (Figura 15). Os fibromas, fibrosarcomas e mixofibromas séo descritos como tumores
viscerais. No caso dos fibromas, que afetam Orgédos internos, a caracteristica das lesGes é
dérmica, podendo-se observar tecido epidérmico sem alteragdo. Estes acometem trato
gastrointestinal, via respiratéria (laringe, faringe, eséfago e pulmdes), cavidade oral, coragéo,
rins, figado, baco e musculos esqueléticos (RODENBUSH et al., 2012; ROSSI et al., 2021).
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Em casos graves, as lesOes causadas pela FP podem provocar dificuldade durante
natacdo, forrageamento, respiracédo, etc. Além destes sinais clinicos, infec¢des oportunisticas,
bacteremia e anemia séo frequentemente observadas em animais com FP. Isto porque, conforme
as lesdes tumorais vao se expandindo, os locais afetados consequentemente ficam mais
sensiveis e tornam-se susceptiveis a proliferacdo de bactérias, as quais favorecem ainda mais a
permanéncia e desenvolvimento da FP (BLACKBURN et al. 2021). J& ao se tratar das hemacias
(as células vermelhas do sangue), os individuos acometidos pela FP tém seu nivel reduzido (DE
MELLO & ALVAREZ, 2020).

Similar ao herpesvirus do papiloma humano, o ChHV5 também permanece latente
durante toda a vida do animal infectado. Desta forma, pode manifestar-se em animais doentes
mas em tecido saudavel dependendo do estagio e nos momentos em que o sistema imunologico
esta fragilizado por algum tipo de situacdo de estresse do individuo, como por exemplo uma
alteracdo climatica drastica (HERBST, 1994; PAGE-KARJAN et al., 2012, 2020; PATRICIO
et al., 2012). Outro fator que deve ser levado em conta com relagdo a transmissao € que o virus
pode permanecer vivo, ativo na agua por longos periodos, de horas a dias (ALFARO-NUNEZ
etal., 2014; LAWRENCE et al., 2018).

Figura 15 - Fibropapilomas nas tartarugas marinhas de Angra dos Reis (R.J.).

Legenda: (a) Tumores localizados na base do pescoco; (b) Tumores localizados na base da nadadeira frontal do
lado direito, animal MT036, (c) Tumores localizados na base das quatro nadadeiras e no pescoco.
Fonte: PROMONTAR-ANGRA, 2013.
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1.1.3 Grupo-alvo e disseminacdo da doenca

A FP é uma doenca que acomete todas as espécies de tartarugas marinhas, sendo que a
maior taxa de prevaléncia dos casos é vista nas tartarugas verdes (ALFARO-NUNEZ et al.,
2014). Dependendo dos casos em uma determinada localidade, alguns autores chamam o virus
de epizootico (do grego: epi- sobre + zoon- animal, um evento de doenca em uma populagéo
de animais anadlogo a uma epidemia em humanos), e outros o caracterizam como panzoético.
Uma epizootia pode ser restrita a um local especifico (um surto), diversos locais (geral ou
epizootica) ou generalizada (panzodtica). A alta densidade populacional é um importante fator
que contribui para as epizootias. Os individuos juvenis sdo os mais afetados (ENE et al., 2005),
visto que quando atingem um tamanho médio e se tornam sexualmente maduros, esta taxa cai.
Sugere-se que o periodo de transmissdo ocorre neste estadgio de vida pelo fato de que é o
momento no qual séo recrutados para o ambiente neritico (ENE et al., 2005). Além disso, como
ja citado anteriormente, as tartarugas marinhas realizam constantes migracdes ao longo de suas
vidas, e isto pode interferir na disseminacéo da FP, devido a transmissdo horizontal (JONES et
al., 2020). Por este motivo, a enfermidade exige maior cautela no manejo em animais de
cativeiro/reabilitacdo, eles precisam ficar em quarentena para verificar se estdo contaminados.
Devido a laténcia do virus, a populacgdo considerada saudavel de uma localidade, em regiGes de
forrageamento ou de nidificacdo, pode vir a ter individuos portando o virus sem manifestacéo
clinica (ALFARO-NUNEZ et al., 2014; PAGE-KARJAN et al., 2020; JAMES et al., 2021).

A presenca de sanguessugas do género Ozobranchus Quatrefages, 1852 é registrada
constantemente nas lesdes provocadas pela FP. Acredita-se que 0s ectoparasitas deste género
desenvolvem um papel na etiologia da doenca, provavelmente se aproveitando da alta
vascularizacdo dos tumores, transmitindo particulas virais de ChHV5 e tornando o individuo
mais susceptivel a desenvolver a FP (NIGRELLI e SMITH, 1943; EHRHART, 1991;
RITTEMBURG et al. 2021). As espécies O. branchiatus (Menzies, 1791) e O. margoi (Apathy,
1890) foram observadas no estudo de Rittemburg e colaboradores (2021) em individuos
acometidos e ndo acometidos, sendo a maior prevaléncia nos individuos positivos. O estudo
analisou Chelonia mydas e Caretta caretta e foi constatado que a primeira espécie apresentou
maior abundancia das sanguessugas, 43.7% e 33.7%, respectivamente. Além disso, foi
identificado que 27.5% das sanguessugas analisadas de tartarugas infectadas, também possuiam

0 virus, o que confirma a transmissdo para o0 ectoparasita.
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1.1.4 Os impactos ambientais e a incidéncia da FP

Estudos apontam que h& uma forte relacdo entre os impactos ambientais negativos
antropogénicos e a incidéncia de fibropapilomatose em determinadas regides. Entre estes
impactos estdo o desenvolvimento costeiro, os altos niveis de poluicdo, agricultura, elevada
concentracdo da populacdo humana, etc. O sistema de defesa do organismo é regido por
substancias especificas, as quais acabam elevando a taxa de contagio e/ou pronunciamento da
FP em decorréncia dos fatores mencionados (PATRICIO et al, 2012; JAMES et al., 2021). O
consumo de macroalgas ndo-nativas (que podem dominar aguas ricas em nutrientes e sequestrar
o N ambiental no aminoacido arginina) esta entre um dos agentes que interferem no nivel de
incidéncia da FP. A arginina é conhecida por regular a atividade imunoldgica, promover a
multiplicacdo do herpesvirus e contribuir para a formacdo de tumor (Van HOUTAN et al.
2010).

Outros estudos com tartarugas verdes (Chelonia mydas) indicam uma associagédo
positiva entre o desenvolvimento da neoplasia e a poluig&o do oceano (ADNYANA et al., 1997
FOLEY et al., 2005; DOS SANTOS et al., 2010, 2011; Van HOUTAN et al., 2014; BAINES
etal., 2021). Por exemplo, Dos Santos e colaboradores (2010) usaram um indice ecolégico para
determinar a qualidade da agua em uma area e encontraram um aumento nos fibropapilomas,
de 0% em aguas limpas, para 58,8%, em locais poluidos. Além disso, como o desenvolvimento
de neoplasia é frequentemente um problema multifatorial, € possivel que a poluicdo aquatica
possa estar trabalhando em conjunto com a etiologia viral, resultando em aumento da
prevaléncia de neoplasia (UJVARI et al., 2017).

No estudo feito por Da Silva e colaboradores (2016), a presenca dos metais pesados
cobre (Cu), ferro (Fe) e chumbo (Pb) foi observada tanto em animais saudaveis, como em
individuos afetados pela FP, sendo que nestes ultimos, a concentracdo dos metais foi claramente
maior. Estes elementos podem se acumular em gramas marinhas e algas, por exemplo, itens
alimentares muito ingeridos pelas tartarugas verdes, o que torna este meio de transmisséo o
mais provavel. Apos a caracterizacdo da FP como panzodtica (generalizada), surgiram mais
evidéncias de que as condi¢6es ambientais e/ou ecoldgicas interferem em seu desenvolvimento
(ROSSI et al, 2021).
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1.2 Abordagens moleculares no estudo da relagdo herpevirus-tartaruga

O crescente avanco da ciéncia nas técnicas moleculares (principalmente a reagdo em
cadeia da polimerase — PCR e 0 sequenciamento de nova geracdo ou em larga escala) geraram
novas descobertas sobre a histdria de vida das tartarugas marinhas. Ha duas décadas houve um
grande avanco nos estudos sobre o uso de habitat, filopatria, comportamento de acasalamento,
padrdes migratorios, numero de individuos contribuintes geneticamente em uma populacéo,
contribuicbes paternas e relacbes de parentesco por ninho, sucesso reprodutivo,
endocruzamento, hibridizagdo, viabilidade populacional e suscetibilidade a alteracoes
ambientais (FORMIA, 2002; STEWART & DUTTON, 2011; DUTTON & STEWART, 2013;
GONZALEZ-GARZA et al., 2015; TEDESCHI et al., 2015; FIGGENER et al., 2016; JOSEPH
etal., 2017; SARI et al., 2017; GAOS et al., 2018).

O herpesvirus quelonideo pode ser detectado por meio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), seja ela convencional ou em tempo real (RT-PCR) (QUAKENBUSH et al.,
1998, 2001; RODENBUSH et al., 2012). Varios estudos usaram abordagens moleculares
classicas para detectar o DNA do ChHV5 via reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
amostras de tumor de tartarugas afetadas com FP. A replicacdo dos virus ChHV5 é comum em
tecidos que apresentam tumores, pois existem grandes concentracdes de particulas virais.
Assim, a expressdo de ChHV5 nestas tartarugas é previsivel. No entanto, durante infeccdes
latentes, as concentracdes de particulas virais sao muito baixas, apresentando um desafio para
detectar o virus (ALFARO-NUNEZ et al., 2016; PATRICIO et al., 2016).

O genoma completo de ChHV5 foi sequenciado usando sequéncias derivadas de
cromossomo artificial bacteriano (BAC, Bacterial Artificial Chromosome) (ACKERMANN et
al., 2012). Os ensaios de PCR para deteccdo do herpesvirus quelonideo utilizam primers para a
amplificacdo de diversas regides altamente conservadas do gene ChHV5, como o gene UL18
da proteina de capsideo, o gene UL22 da glicoproteina H, o gene UL27 da glicoproteina B
(ALFARO-NUNEZ et al., 2014) e o gene UL30 da subunidade catalitica da DNA polimerase
(DNApol) (LU et al., 2000). Embora um estudo anterior de Alfaro-Nunez & Gilbert (2014)
concluiu que € muito improvavel que a PCR resulte positiva se um unico gene for usado para
rastrear a presenca do virus, neste trabalho utilizamos apenas o gene UL30 da DNApol, por ter
sido considerado sensivel em um estudo anterior (ALFARO-NUNEZ et al. 2014).

A variagdo genética do virus ChHV5 é um campo emergente, ja forma descritos quatro

clados/linhagens distintos de virus (A, B, C e D), dois dos quais (A e C) estdo presentes em
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varias espécies de tartarugas distribuidas globalmente no Pacifico Oriental, Atlantico Ocidental
e Caribe Oriental, Pacifico Centro-Oeste e Atlantico (ENE et al. 2005; PATRICIO et al. 2012).
Neste trabalho, buscamos as sequencias do virus ChHV5 depositadas no GenBank® (banco de
dados de sequéncias genéticas do National Institutes of Health - NIH, uma colecdo anotada de
todas as sequéncias de DNA disponiveis publicamente), e enumeramos as sequencias oriundas
do Atlantico com a letra B (a ordem foi dada pelo alinhamento das sequencias de B1 a B14).

Amostras coletadas de tartarugas de uma determinada regido tendem a se agrupar no
grupo filogeografico associado. Por exemplo, amostras do Brasil se concentram no Atlantico
(RODENBUSH et al., 2014), e amostras do Equador, no Pacifico (CARDENAS et al. 2018). A
variacdo no ChHV5 também foi descrita em niveis mais locais, com quatro variantes na Flérida
(ENE et al. 2005) e cinco (B1, B2, B7, B8 e B9, RODENBUSH et al., 2014), duas (B7 e B8,
MONEZI et al. 2016) e quatro (A, B7, B8 e B10, DOMICIANO et al. 2019) variantes no Brasil.
Uma influéncia geogréafica na distribuicdo dessas variantes foi relatada no Brasil
(RODENBUSH et al., 2014), Flérida (ENE et al. 2005), Havai (HERBST et al., 2004) e na
Australia (ARIEL et al. 2017). Caracteristicamente, as tartarugas em um local de forrageamento
especifico sdo infectadas com a mesma variante viral, que ¢é distinta das variantes encontradas
em outros locais de forrageamento dentro de uma determinada regido (HERBST et al., 2004;
ENE et al. 2005; GREENBLATT et al., 2005b; PATRICIO et al. 2012; RODENBUSH et al.,
2014; ARIEL et al. 2017).

1.2.1 Filogeografia do virus

Sugere-se que ha cerca de 8,9 milhdes de anos ocorreu a coevolucao do agente etioldgico
da FP, o virus ChHV5, e o seu hospedeiro, a tartaruga marinha. Isto indica que houve uma
coadaptacdo entre eles, que resultou em uma relacdo especifica entre o virus e a tartaruga
(HERBST et al. 2004; ALFARO-NUNEZ et al., 2014). Alfaro-N(fiez e colaboradores (2014)
apontam que a propagacdo da FP como epizooética em diferentes pontos do globo néo foi uma
consequéncia desencadeada como resposta ao fator de viruléncia apresentado pelas mutacGes
virais, j& que as mutacBes ndo atuariam de maneira independente entre uma linhagem viral e
outra (ALFARO-NUNEZ et al., 2014), mas sim em conjunto. Analises filogenéticas inferidas
com os genes UL18, UL22, UL27 e sequéncias do gene UL30, indicam que o ChHV5 sofreu
coevolucdo regido-geografica-especifica por meio da associagdo com a tartaruga
(LOGANATHAN et al., 2021).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

A dissertacdo objetiva examinar as variantes virais do alfa-herpesvirus 5 de quelonideo
(ChHV5) associadas aos fibropapilomas de tartarugas presentes em tumores e em tecido
saudavel, na area de alimentacéo da regido de Angra dos Reis (R.J.), no periodo de 2013 a 2016.

2.2 Objetivos especificos

Estimar a prevaléncia da fibropapilomatose em tartarugas-verdes da area de alimentacdo da

regido de Angra dos Reis (R.J.), no periodo de 2013 a 2016;

Identificar e relacionar as variantes do alfa-herpesvirus 5 de quelonideo (ChHV5) encontradas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

Todo o material analisado foi coletado nos anos de 2013, 2014, 2015 e 2016 por
membros do PROMONTAR (Programa de Monitoramento de Tartarugas Marinhas), em Angra
dos Reis e Paraty, ambas localizacGes situadas no Estado do Rio de Janeiro. Tartarugas vivas
(mergulho de captura intencional) e mortas/doentes (rede de resgate de encalhes) foram
analisadas. As areas escolhidas para captura intencional por mergulho foram o Efluente das
Usinas (Piraquara), Praia Vermelha e Ilha do Pelado, sendo a primeira a area de estudo; a
segunda, o controle 1 (préximo do Efluente); e a terceira, o controle 2 (distante do Efluente)
(Figura 16). Foram analisadas amostras de tecido epidermal e tecido tumoral. Juntamente a
essas amostras foram obtidas informacdes sobre espécie, data (dia, més e ano de coleta),
horério, local de coleta, comprimento curvilineo de carapaca (CCC), largura curvilinea de
carapaga (LCC) (medidas com fita métrica em centimetros), peso (medido com balanca de méo,
em gramas), presenca ou nao de papiloma, numero de placas na cabeca, condicdo corpdrea
(robusta, intermediaria e ruim), coleta ou ndo de sangue, glicemia, temperatura da agua,
temperatura da tartaruga (medida com termdémetro, na cloaca), marcas colocadas, encontradas
e retiradas, e outras observacdes, como escore de severidade da fibropapilomatose (as tartarugas
receberam um escore de gravidade do fibropapiloma (FPS) em uma escala de 0-4: FPS =4, 0
caso mais grave; FPS = 3, fortemente afetado; FPS = 2, moderadamente afetado; FPS = 1,
levemente afetado, como descrito por WORK e BALAZS, 1999; e AGUIRRE e BALAZS,
2000). Apds anotacdo de todos os dados, no caso dos animais vivos e saudaveis, estes foram
devolvidos ao mar. No Anexo B, encontram-se as Autorizacgdes para atividades com finalidade
cientifica, obtidas no Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), do

Instituto Chico Mendes de Conservacgédo da Biodiversidade (ICMBIo).
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Figura 16 - Area coberta pelos mergulhos de captura incidental.
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Legenda: pontos de coleta: i) area de estudo, Efluente da Usina Nuclear, com temperatura alta da dgua de
resfriamento dos reatores (Piraquara); ii) controle 1, perto (Praia Vermelha); iii) controle 2, longe (llha do Pelado).
A seta vermelha indica a posicao das Usinas Nucleares.

Fonte: A autora, 2020.

3.2 Extragédo de DNA total de amostras de tartarugas marinhas

A extracdo foi feita de acordo com o protocolo de extracdo de DNA gendmico com
tampéo de lise contendo 2% de CTAB, modificado de Damato & Corach (1996). O tampé&o de
lise é composto por 2% de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) + 100 mM Tris-Cl pH 8,0
+20 mM EDTA + 1,4 M NaCl. O tampao de lise é adicionado em cada amostra e colocado em
banho maria, a 37°C, overnight.

Apés esta etapa, ocorreu a maceracdo do tecido das amostras e, entdo, foi adicionado
igual volume de cloroférmio (500 pL) gelado, a fim de que extrair as proteinas, gorduras e
grandes debris celulares. Apds centrifugacéo, a fase aquosa, contendo o0 DNA, foi transferida
para um tubo limpo, e foi adicionado um volume de isopropanol (500 pL) e 1/10 de volume de
acetato de sodio 3 M (50 pL) gelados. A suspensdo foi homogeneizada por inversao,
centrifugada, o precipitado resultante foi colocado em estufa para secar completamente, e
armazenado no freezer a -20°C overnight. Para suspender o DNA, 20 uL de RNase diluida

foram adicionados nas amostras, as quais posteriormente foram armazenadas em temperatura
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ambiente overnight. A quantificagéo foi feita em gel de agarose 0,8% com brometo de etideo e
utilizando o aparelho Nanodrop™ (Thermo Scientific). A visualizagdo em gel de agarose é uma

analise qualitativa, permitindo determinar se houve degradacéo ou contaminacgdo das amostras.

3.3 Amplificagédo por Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os primers utilizados nas amplificagbes foram o GTHV2-senso (5°-
GACACGCAGGCCAAAAAGCGA-3") e 0 GTHV3-antisenso (5°-
AGCATCATCCAGGCCCACAA-3"), que amplificam um fragmento de 483 pb do gene da
DNA polimerase (DNApol) do genoma viral (QUACKENBUSH et al. 1998). As condi¢des nas
quais realizaram-se as mesmas foram: 18,5 pL de H20, 6 puL de GoTaq (5 mM) Buffer, 1,2 uL
de MgCl> (50 mM), 2 pL de dNTP (2 mM), 0,6 pL de primer GTHV2 e primer GTHV3 (ambos
na concentracao estoque de 5 mM), 0,1 uL de GoTaqg (5 mM) e, por fim, 1 uL de DNA de cada
amostra, resultando em um volume final de 30 pL. No termociclador Verity (Life Technology),
o0 programa foi: 1 ciclo de desnaturacdo a 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C
(30 segundos), pareamento dos primers a 62°C (30 segundos) e polimerizacdo pela DNA
polimerase a 72°C (30 segundos), seguidos de um ciclo de extensdo pela DNA polimerase a
72°C, por 10 minutos. Controles positivos e negativos foram incluidos em todas as

amplificacdes.

3.4 Quantificacdo dos produtos de PCR em gel de agarose e em espectofotdmetro

Os fragmentos amplificados por PCR foram visualizados em transiluminador U.V., ap0s
incubagdo com brometo de etidio 0,5 mg/mL, em gel de 1,5% de agarose, sujeitos a eletroforese
(80 V/min). A quantificagdo do DNA foi realizada por espectrofotometria a 260/280 nm
(relacdo de &cidos nucleicos e proteina) e 260/230 nm (relacdo de DNA e RNA), no
espectrofotdmetro de microvolume do ultra-violeta ao visivel (UV-Vis) NanoDrop™ (Thermo

Scientific).
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3.5 Sequenciamento dos produtos amplificados

Os produtos de PCR foram purificados usando o kit PureLink™ PCR Purification Kit
(Invitrogen). O sequenciamento automatizado foi realizado em Sequenciador Automatico
SeqStudio™ (AppliedBiosystems — ThermoFisher), na Plataforma de Sequenciamento de DNA
- PSEQDNA (Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil)
utilizando os primers GTHV2 / GTHV3. A edi¢do e o alinhamento das sequéncias foram
conduzidos no MEGA 11: Molecular Evolutionary Genetics Analysis versdo 11 (TAMURA et
al. 2021). As sequéncias obtidas foram submetidas ao Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST, Ferramenta Bésica de Pesquisa de Alinhamento Local) para identificar sequéncias
homdlogas no GenBank e eliminar falsos positivos. As sequéncias geradas neste trabalho seréo
depositadas no banco de dados do GenBank (NCBI).

3.6 Andlises utilizando sequéncias de nucleotideos e redes haplotipicas

Arvores de maxima verossimilhanca foram calculadas no programa RAXML v8.2.4
(STAMATAKIS, 2014), com valores de suporte de ramificacdo estimados por meio de 1000
réplicas do Bootstrap rapido; a busca pelas melhores arvores foi conduzida usando o modelo
geral reversivel no tempo (GTR) de substituicdo de nucleotideos, sob o modelo GAMMA de
heterogeneidade de taxas. Redes de variantes de ChHV5 foram recuperadas por meio de
parcimOnia estatistica, conforme implementado no programa TCS v1.21 (CLEMENT et al.,
2000).



42

4 RESULTADOS

4.1 Amostragem

Durante os meses de julho de 2013 a setembro de 2016 (39 meses), 0 PROMONTAR-
ANGRA coletou 404 amostras de tecido de tartarugas-verdes, Chelonia mydas, sendo 178 por
mergulho de captura intencional e 222 pela rede remota de resgate de encalhes. Do total das
404 tartarugas analisadas, 58 (14,4%) foram registradas como possuindo fibropapilomas
(Figura 17, Tabela 1 e 2). Separando por método de coleta das amostras, temos que do total das
178 tartarugas-verdes capturadas por mergulho de captura intencional, 31 (17,4%) foram
registradas como possuindo fibropapilomas (Tabela 1); e de um total de 222 individuos da
espécie Chelonia mydas registradas por meio da rede remota de resgate de encalhes nas praias
da regido, apenas 27 (12,1%) das tartarugas marinhas resgatadas apresentavam fibropapilomas

aparentes (Tabela 2).

Figura 17 - Prevaléncia de fibropapilomatose nas tartarugas marinhas registradas pela Rede
Remota de Resgate de Encalhes e por mergulho de captura intencional nas praias de Angra dos
Reis (R.J.).

Prevaléncia de Fibropapilomatose nas Tartarugas
Marinhas de Angra dos Reis, R.J.

n =404

m com fibropapilomas
aparentes

Fonte: Relatério 16 do PROMONTAR-ANGRA para 0 IBAMA, 2016.
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Observou-se que para 0 método de coleta de captura intencional por mergulho (realizado
em Piraquara (Efluente das Usinas), Praia Vermelha (Controle 1) e llha do Pelado (Controle 2),
foram amostradas nove, uma e 21 tartarugas, respectivamente (Figura 18). A correlagdo entre a
temperatura alta da &rea de estudo e a presenca da FP néo foi observada, visto que no Efluente
das Usinas, o nimero de tartarugas portando o virus foi menor (9/31) do que na area controle 2
(21/31), mais distante, Ilha do Pelado (Figura 19).

Figura 18 - Representacdo grafica dos individuos capturados intencionalmente com
fibropapilomatose nas areas cobertas pela captura intencional por mergulho em Angra dos Reis,
RJ.

- -

o

‘< &
PARQUE MAMBUCABA >
X oy Iha™

> ‘P}raia Verme

/ > Controle 1

Legenda: A seta rosa indica a area de estudo (Piraquara, Efluente das Usinas); em amarelo, estdo as areas utilizadas
como controle préximo (Praia Vermelha) e distante (llha do Pelado), respectivamente, do Efluente das Usinas. Os
graficos representam o nimero de individuos capturados intencionalmente com fibropapilomatose (em laranja)
sobre o0 nimero total amostrado (em azul).

Fonte: Google Earth; e a autora, 2022.
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Tabela 1 - Dados das amostras de tartarugas-verdes, coletadas vivas por mergulho de captura
intencional. Fonte: PROMONTAR-ANGRA (2016).

Registro

MTO1R1
MTO8

MTO09
MT10

MTO018
MTO019
MT020
MT23R2
MTO036
MT040
MTO045
MT048
MTO049
MT54R2
MTO061
MTO062
MTO066
MTO067
MTO072
MT74R1
MTO76
MT087
MT101
MT114
MT116
MT117
MT118
MT119R1
MT146
MT156
MT160R2

Total

Data
25/09/2013

30/07/2013
30/07/2013
30/07/2013
10/08/2013
10/08/2013
10/08/2013
21/11/2013
18/10/2013
22/10/2013
18/12/2013
19/12/2013
20/12/2013
18/12/2014
19/03/2014
19/03/2014
10/04/2014
10/04/2014
23/05/2014
08/08/2014
23/05/2014
18/06/2014
23/10/2014
19/01/2015
19/01/2015
12/02/2015
12/02/2015
18/08/2015
25/11/2015
21/01/2016
03/05/2016

31

Horario
10:40
10:00
10:00
10:00
09:55
09:55
09:55
12:00
11:30
11:00
10:20
10:30
09:30
12:00
09:30
09:30
11:30
11:30
11:30
11:00
11:30
09:50
11:00
10:30
12:35
11:03
11:03
10:50
10:18
10:05
10:56

Local
Efluente

Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Efluente

Ilha do Pelado
Efluente
Efluente

Ilha do Pelado
Praia Vermelha
Efluente

Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Efluente
Efluente
Efluente

Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Ilha do Pelado
Efluente

Ilha do Pelado

cccC
(cm)
32,0
40,0
37,5
45,0
35,0
38,5
43,2
39,3
35,1
34,4
40,7
43,0
29,0
54,5
41,3
36,7
40,7
42,6
40,6
40,7
46,6
43,2
45,0
42,5
41,5
36,8
36,8
39,3
34,3
51,0
33,2

LCC
(cm)
27,9
36,5
325
38,0
32,0
34,0
40,1
328
32,6
30,7
35,1
40,5
26,1
47,2
38,6
32,6
36,7
38,4
36,0
37,0
41,4
38,1
40,0
37,5
40,0
326
335
355
30,2
45,1
28,8

Peso
(kg)
3,20

5,00
5,70
8,50
5,80
6,50
9,00
6,00
5,10
3,90
5,50
10,00
2,50
17,40
7,90
4,80
7,80
9,18
7,60
7,30
12,00
9,30
11,1
8,47
8,25
5,81
5,89
5,98
4,35
14,10
4,25

Placas Cabeca

3POE/2POE
NR

NR
NR

NR
4POE/4POD
NR
4POE/4POD
5POE/4POE
5POE/4POD
4POE/5POD
4POE/4POD
5POE/4POD
4POE/4POD
4POE/4POD
4POE/4POD
4POD
4POE/4POD
4POE/4POD
3POE/4POD
4POE/4POD
3POE/3POD
4POE/4POD
4POE/4POD
4POE/4POD
4POE/5POD
4POE/4POD
4POE/4POD
5POE/3POD
4POE/4POD
4POE/5POD

Condicao
Corpérea
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Intermediaria
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Ruim
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Intermediaria
Robusta
Robusta
Ruim
Intermediaria
Intermediaria
Intermediaria

Onde: CCC = comprimento curvilineo de carapaca; LCC = largura curvilinea de carapaca; 4POE/4POD = quatro
placas orbitais Esquerda / quatro placas orbitais Direita; NR = ndo registrado.

Fonte: A autora, 2022.
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Tabela 2 - Dados das amostras de tartarugas-verdes coletadas por meio da rede remota de encalhes. Fonte: PROMONTAR-ANGRA (2016).

Registro
RT014
RT016
RT030
RT040
RTO042
RT046
RT048
RT049
RT050
RTO051
RT065
RT090
RT104
RT111
RT115
RT144
RT146
RT164
RT168
RT177
RT190
RT197
RT203
RT208
RT218
RT227
RT228

TOTAL

Data
08/10/2013
21/10/2013
05/12/2013
04/02/2014
23/02/2014
13/05/2014
19/05/2014
04/06/2014
20/09/2014
09/06/2014
09/10/2014
09/12/2014
24/02/2015
20/07/2015
07/08/2015
30/10/2015
05/11/2015
12/01/2016
27/01/2016
24/02/2016
26/05/2016
17/06/2016
23/06/2016
28/06/2016
14/07/2016
15/08/2016
17/08/2016

27

Horario
11:00
16:05
15:45
09:00
10:00
17:15
11:45
09:30
16:00
16:35
09:45
16:16
15:20
13:10
09:00
11:34
14:40
15:01
10:50
07:07
13:10
11:40
14:20
13:03
11:55
09:15
16:50

Local
P de S&o Goncalo
P Mambucaba
P Tarituba

Canal das Usinas (fora)

P da Itinga
Marina Piratas

P de S8o Gongalo
Praia Grande
Guarita Piraquara
Cst Marina Piratas
Costeirinha

P de S8o Gongalo
Costeirinha

P Vermelha

P das Goiabas

P da Batanguera
Marina da Ribeira
Itanema

P de S&o Gongalo
P da Batanguera
Ilha da Gipoia

Marina Angra Clube

P de Garatucaia

P das Marrecas, Mombaca
Canal das Usinas (fora)
Canal das Usinas (fora)

P Abradozinho (1G)

CCC
(cm)
39,1
43,1
39,7
37,8
38,0
NR
39,9
37,7
41,0
39,5
34,6
47,5
53,2
35,9
35,2
39,7
43,0
39,2
42,8
39,2
417
48,0
49,8
53,7
40,5
58,1
42,7

LCC
(cm)
34,6
40,5
34,4
32,5
34,2
NR
36,0
33,4
36,4
37,5
30,0
44,3
45,9
31,8
31,2
36,2
38,5
37,9
41,1
36,6
38,4
44,2
46,9
48,5
38,1
53,9
39,8

Peso (kg)

NR
55
NR
4,2
4,1
NR
7,2
NR
NR
53
4,1
NR
NR
51
4,9
6,5
10,7
7,1
7,6
51
6,4
8,7
12,4
12,2
6,3
16,4
6,7

Condicéo

Morta
Morta
Viva
Morta
Viva
Morta
Morta
Morta
Morta
Morta
Morta
Morta
Morta
Morta
Morta
Viva
Viva
Viva
Morta
Viva
Morta
Morta
Viva
Morta
Viva
Viva
Morta

Placas Cabeca

NR
4POE/4POD
4POE/4POD
4POE/4POD
4POE/4POD

NR
4POE/4POD

NR
4POD/4POE
5POE/4POD
4POE/4POD

NR

NR
4POE/4POD
4POE/4POD
4POE/4POD
4POE/4POD
4POE/4POD
5POE/5POD
4POE/4POD

NR
4POE/4POD
4POE/4POD
4POE/4POD
4POE/4POD
4POE/4POD
4POE/4POD

Condicao
Corpérea
NR
Ruim
Robusta
Intermediaria
Ruim
Ruim
Robusta
NR
Robusta
Intermediaria
Intermediaria
Robusta
NR
Robusta
Intermediaria
Intermediaria
Robusta
Intermediaria
Intermediaria
Ruim
Ruim
Ruim
Robusta
Ruim
Intermediaria
Ruim
Ruim

Interacdo com
pesca
NR
NAO
NR
NR
NR
SIM
NAO
NR
NR
NAO
NR
NAO
NR
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO

Onde: P = Praia; Cst = Costdo; IG = Ilha Grande; CCC = comprimento curvilineo de carapaca; LCC = largura curvilinea de carapaca; 4POE/APOD = quatro placas orbitais

Esquerda / quatro placas orbitais Direita; NR = néo registrado.

Fonte: A autora, 2021.
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Os 222 individuos da espécie Chelonia mydas (71 vivos e 151 mortos) coletados pela
rede remota de resgate de encalhes, foram classificados como juvenis, com medidas variando
de 29,2 a 76 cm de CCC, 26,9 a 71,2 cm de LCC e 2,1 a > 20 kg de peso. Também do total de
178 individuos da espécie Chelonia mydas coletados por mergulho de captura intencional, todos
foram considerados juvenis, com medidas variando de 29,0 a 60,1 cm de CCC, 26,1 a 54,5 cm
de LCC e 2,5a> 20,0 kg de peso (dados do Relatério final do PROMONTAR-ANGRA para o
IBAMA, 2016; Graficos 1, 2 e 3).

Grafico 1 - Relacdo do comprimento curvilineo de carapaca para os dois métodos de coleta

(mergulho e encalhe).

Comprimento Curvilineo por tipo de coleta

*
55 1 M
'
50 +
J 45
J
” S
4"_‘. -
35 N S
30
T T
Mergulho Encalhe

Tipo de Coleta

Legenda: Em azul esta a captura intencional por mergulho e, em laranja, a coleta pela rede de resgate de encalhes.
Fonte: A autora, 2022.
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Gréfico 2 - Relacdo da largura curvilinea de carapaca para os dois métodos de coleta (mergulho
e encalhe).

Largura Curvilinea por tipo de coleta
]

45 A
]
40
9
35 1
30 1

25 -

55 1

Merglulho Encelzlhe
Tipo de Coleta

Legenda: Em azul esta a captura intencional por mergulho e, em laranja, a coleta pela rede de resgate de encalhes.
Fonte: A autora, 2022.

Gréfico 3 - Relagdo do peso dos individuos amostrados para os dois métodos de coleta
(mergulho e encalhe).

Peso por tipo de coleta
17.5 ¢

L]
15.0

12,5 '
2 10.01
&

?.5_ -

504

2.5 _—

Merglulho Encélhe
Tipo de Coleta

Legenda: Em azul esta a captura intencional por mergulho e, em laranja, a coleta pela rede de resgate de encalhes.
Fonte: A autora, 2022.

Por questdes de logistica da coleta de amostras para a genética, nem todas as 58
tartarugas marinhas registradas possuindo fibropapilomas tiveram coletas de tecido.
Conseguimos recuperar 41 (70,7%) amostras de tecido saudavel e 15 amostras de tumores

(Tabela 3), que prosseguiram para a extracdo de DNA gendmico total.
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Tabela 3 - Resultado e concentragcdes em ng/uL das extracbes de DNA gendmico total de
amostras de Tecido Saudavel (TS) e Papiloma (P).

Registro
MTO01R1
MTO018
MTO019
MTO020
MTO036
MTO040
MTO045
MTO048
MT049
MTO061
MTO062
MTO066
MTO067
MTO072
MTO076
MTO087
MT101
MT114
MT116
MT117
MT118
MT146
MT156
RT014
RTO16
RT030
RTO040
RT042
RT046
RT048
RT049
RT050
RTO051
RT065
RT090
RT111
RT115
RT144
RT146
RT164
RT168
RT197
RT208

Total =43

Extracdo de DNA
Papiloma

P (CTAB-AL)

P (CTAB) - BB

P (CTAB-AL)
P (CTAB-AL)
P (CTAB-AL)

P (CTAB) - BB
P (CTAB) - BB

P (CTAB) - BB
P (CTAB) - BF

P (CTAB) - BB
P (CTAB) - BB
P (CTAB) - BB

P (CTAB) - BB
P (CTAB) - BB

P (CTAB)-N

[conc.
ng/ul]

1862,2

692,5

174,8
15191
9465,8

1638,1
924,1

4146
1138,9

1309,9
2207,2
1218,8

4146
2069,3

149,6

datas

18/08/2021

28/06/2021

18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021

03/08/2021
28/06/2021

18/08/2021
18/08/2021

18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021

18/08/2021
01/07/2021

01/07/2021

Extracdo de DNA

Tecido Saudavel
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - N

SIM (CTAB) - BMF

SIM (CTAB) - BF
SIM (CTAB) - N
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - BB
TS (CTAB-AL)
SIM (CTAB) - BB

SIM (CTAB) - BMF

SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - N

SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - N

SIM (CTAB) - BB

SIM (CTAB) - BF
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - N

SIM (CTAB) - BB

SIM (CTAB) - BMF

SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - BF
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - BB
TS (CTAB-AL)
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - N
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - N
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - BB
SIM (CTAB) - N
SIM (CTAB) - BB

datas
11/02/2020
09/11/2020
09/11/2020
09/11/2020
09/03/2020
02/08/2021
02/03/2020
09/03/2020
18/08/2021
02/08/2021
02/08/2021
02/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
28/06/2021
14/04/2021
28/06/2021
09/12/2020
09/12/2020
01/07/2021

18/08/2021
11/02/2020
18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
18/08/2021
27/01/2021
01/07/2021
18/08/2021

[conc.
ng/ul]
124
509,1
142,3
708,3
176,7
66,7
723,1
62,1
210,6
241,2
186,7
1966,8
1820,8
232,9
11,6
915,6
162,3
428,9
13,7
283,6
1017,2
216,8

350,7
1240,1
52,7
335,6
1277
549,6
290,7
1751
271,1
1084,2
47,4
261,8
428,8
7,391
62,4
324,6
992,6
35,7
455,4

Onde: MT = tartarugas capturadas vivas em mergulho de captura intencional; RT = tartarugas encontradas
encalhadas por meio de rede remota de resgate; CTAB ou Salina = método de extracdo do DNA gendmico; AL =
extracdes realizadas por Aline Leal; BB = Banda boa; BMF = Banda muito fraca; BF = Banda fraca; N = Nenhuma

banda.

Fonte: A autora, 2021.
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4.2 Extracdo de DNA total de amostras de tartarugas-verdes com fibropapilomatose

As extracdes do DNA genémico das 56 amostras (41 de tecido saudavel e 15 de tumores)
obtidas resultaram em DNA de alto peso molecular, como ilustrado na Figura 19. Na Tabela 3,
encontram-se os resultados da quantificacdo por espectrofotometria.

Figura 19 - Gel de 0,8% de agarose para quantificacdo da extracdo de DNA gendmico total.
2 R1MT29 MT04 R1MT45 MT22 MT24

llllllll

R3MTO01 MTO3 RIMT28 MT21 MT23 MT25

Amostra |260/280|260/230| Gel
R1MT29 | 1,96 1,89 [nd
R3IMTO1 | 193 | 183 [B
PC 01 178 | 156 |nd
MT 03 2 21 |B
MT 04 173 | 085 |[BMF
R1MT28 | 191 21 |B
RIMT45 | 204 | 218 |B
MT 21 2 187 |B
MT 22 194 | 166 [B
B
B
B

MT 23 1,74 1,97
MT 24 1,98 2,07
MT 25 1,93 2,01

Legenda: Visualizagdo dos produtos de extragdo de DNA gendmico de tecido saudavel e de papilomas (tumores)
de tartarugas-verdes (Chelonia mydas). Os pocos 1 e 2 sdo os marcadores de concentracdo de DNA gendmico de
fago lambda (L) nas concentra¢des de 10 e 50 ng/pL, respectivamente. Os pocos 3 a 14 contém o DNA gendmico
extraido de amostras de tartarugas capturadas em campanhas de mergulho de captura intencional. A seta na cor
vermelha indica 0 DNA de alto peso molecular. Quadro: 260/280 = relagdo de absorbancia em 260 e 280 nm,
DNA/proteina; 260/230 = relacdo de absorbancia em 260 e 230 nm, DNA/RNA; B = Banda boa; BMF = Banda
muito fraca; nd = N&o detectado, nenhuma banda.

Fonte: A autora, 2020.
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4.3 Amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Figura 20 é um exemplo de gel de agarose 1,5 % para verificacdo da amplificacdo do
fragmento da DNA polimerase (DNApol) do alfa-herpesvirus 5 quelonideo, gerando um
amplicon de aproximadamente 483 pares de bases (pb)(considerando que o marcador de 500
pb é mais concentrado, € facil comparar os tamanhos). Na Tabela 4, encontram-se 0s resultados
das amplificacdes por PCR usando os primers senso e reverso, GTHV2 e GTHV3, em amostras
de Tecido Saudavel (TS) e Papiloma (P). Vinte e sete amostras (~48%), do total de 56 amostras,

originaram o produto de PCR do tamanho esperado, de 483 pares de bases (pb).

Figura 20 - Gel 1,5% de agarose para verificacdo da amplificacdo do fragmento da DNA
polimerase (DNApol) do alfa-herpesvirus 5 quelonideo por meio da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), usando os primers senso e reverso, GTHV2 e GTHV3, respectivamente.

I 4. 5.6 7 8. 9 310.-1] 12

Legenda: Visualizagdo da amplificagdo por PCR do fragmento da DNA polimerase (DNApol) do alfa-herpesvirus
5 quelonideo de tartarugas-verdes (Chelonia mydas). As amplificacbes das amostras presentes nos pogos 3
(controle positivo, amostra de tumor), 9 - 12 apresentaram aproximadamente 483 pares de bases (pb) de acordo
com a comparacgdo com o marcador de peso molecular Ladder 100 bp no pogo 1. O controle negativo encontra-se
no poco 2. A seta na cor vermelha indica o fragmento de 500 pb do DNA Ladder 100 bp (Sinapse, tamanhos: 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 bp).

Fonte: A autora, 2020.
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Tabela 4 - Resultado das amplificages por PCR do fragmento do gene da DNA polimerase

(DNApol) do genoma do alfa-herpesvirus 5 de quelonideo (ChHV5) usando os primers senso

e reverso, GTHV2 e GTHV3, em amostras de Tecido Saudavel (TS) e Papiloma (P).
PCR virus Primers GTHV2 +

Registro
MTOO01R1
MTO018
MTO019
MTO020
MTO036
MTO036
MTO040
MTO045
MTO045
MTO048
MTO049
MTO061
MTO062
MTO066
MTO067
MTOQ72
MTO76
MTO087

MT101

MT101
MT114
MT114
MT116
MT116
MT117
MT118
MT146
MT146
MT156
RT014
RT016
RT030
RT040
RT042
RT046
RT046
RT048
RT048
RT049
RT050
RTO051
RT065

GTHV3
NA
NA
NA
NA

Amp — BB
Amp — BB
NA
Amp — BB
Amp - BB
Amp — BB
Amp — BF
NA
Amp — BB
NA
Amp — BB
NA
Amp — BF
Amp — BB
Amp - BB
Amp - BB
Amp — BB
NA
NA
NA
NA
NA
Amp - BB
Amp — BB
NA
NA
Amp — BMF
Amp - BB
Amp — BB
Amp - BB
NA
NA
NA
NA
NA
Amp — BB
Amp - BB
NA

Tipo de material
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Papiloma
Tecido
Tecido
Papiloma
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Papiloma
Tecido
Papiloma
Tecido
Papiloma
Tecido
Tecido
Tecido
Papiloma
Papiloma
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Papiloma
Tecido
Papiloma
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido

[conc]
Puro, 25 ng e 50 ng

Puro, 25 ng e 50 ng
Puro, 25 ng e 50 ng
Puro, 25 ng e 50 ng
Pura, 1:10 e 1:50
Pura, 1:10 e 1:50
Puro e 1:10
01:10
01:10
Puro, 0,5 uL e 1:10
Pura
Puro, 1:5e 1:10
Puroe 1:5
Puro, 50 ng e 100 ng
Puro, 50 ng e 100 ng
Puro, 25 ng e 50 ng
Puro
Puro, 50 ng e 100 ng
01:10
01:10
01:05
01:05
Puro (1 pL, 2 pL e 3 pL)
Puro (1 pL, 2 pL e 3 pL)
25ng e 50ng
25nge50ng
1:10e 1:50
1:10 e 1:50
Pura
25ng e 50ng
1200
Puroe 1:10
01:20
50 ng
1:50
1:50
1:5e1:10
1:5e1:10
1:20
50 ng
01:10
Puro (1 pL e 0,5 puL)

datas
24/08/2021
24/08/2021
24/08/2021
24/08/2021
23/06/2021
23/06/2021
26/08/2021
27/07/2021
27/07/2021
16/09/2021
29/09/2021
26/08/2021
26/08/2021
01/09/2021
16/09/2021
01/09/2021
29/09/2021
01/09/2021

17/09/2021

17/09/2021
29/09/2021
29/09/2021
02/09/20021
02/09/20021
02/09/2021
02/09/2021
27/07/2021
27/07/2021
21/07/2021
07/10/2021
07/10/2021
24/09/2021
24/09/2021

16/06/2021
07/10/2021

07/10/2021
07/10/2021
07/10/2021
07/10/2021
08/09/2021
28/09/2021
09/09/2021
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RT065 NA Papiloma Puro (1 pL e 0,5 pL) 09/09/2021
RT090 Amp - BB Tecido Purae 1:05 29/09/2021
RT090 Amp - BB Papiloma Purae 1:05 29/09/2021
RT111 NA Tecido 25ng e 50 ng 08e29/09/2021
RT111 NA Papiloma 25nge50ng 08e29/09/2021
RT115 NA Tecido 25ng, 50 ng e 100ng 09/09/2021
RT144 NA Tecido Puro (1 uL e 0,5 pL) 09/09/2021
RT146 NA Tecido 25ng e 50 ng 03/09/2021
RT146 Amp - BB Papiloma 25ng e 50 ng 03/09/2021
RT164 NA Tecido 1:10 e 1:50 27/07/2021
RT164 Amp — BB Papiloma 1:10e 1:50 27/07/2021
RT168 Amp - BB Tecido Puro (1 uL) 10/09/2021
RT197 Amp - BB Tecido 1:25e 1:50 28/09/2021
RT208 NA Papiloma 1:25e 1:50 28/09/2021
Total =56 Amplificaram =27 Seguiram para sequ = 26

Onde: Amp = Amplificou; NA = Ndo Amplificou; MT = tartarugas capturadas vivas em mergulho de captura
intencional; RT = tartarugas encontradas encalhadas por meio de rede remota de resgate; BB = Banda boa; BMF
= Banda muito fraca; BF = Banda fraca; NA = Nao amplificou, nenhuma banda.

Fonte: A autora, 2021.

4.4 Sequenciamento dos produtos amplificados

Apos a amplificacdo da regido desejada do fragmento da DNA polimerase (DNApol) do

herpesvirus quelonideo de Chelonia mydas, 26 amostras foram sequenciadas, a fim de
determinar a ordem dos nucleotideos nos fragmentos analisados. Na Tabela 5, encontram-se 0s
resultados do sequenciamento Sanger usando separadamente 0S primers Senso e reverso,
GTHV2 e GTHV3, em amostras de Tecido Saudavel (TS) e Papiloma (P). Vinte e uma amostras
originaram sequéncias que puderam ser utilizadas, e determinado o hapl6tipo (ou variante) de
classificacdo do virus. Foram identificados dois haplétipos, correspondentes as variantes virais
do herpesvirus ChHVS5, aqui identificadas como B7 (N=15), e B8 (N=6), nas 21 amostras que
tiveram sucesso na amplificacdo e sequenciamento. Dois individuos apresentaram ambas as
variantes/haplotipos: a tartaruga MT48 (uma amostra, tecido saudavel) e a MT146 (duas
amostras, tecido saudavel e papiloma), sendo que o0 primeiro possuiu ambas as
variantes/hapl6tipos no mesmo tipo de tecido e, o segundo, em tecidos diferentes (B7 para o

papiloma e B8 para o tumor), como exemplificado na Figura 21.
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Tabela 5 - Resultado do sequenciamento Sanger usando separadamente 0s primers senso e
antisenso, GTHV2 e GTHV3, em amostras de Tecido Saudavel (TS) e Papiloma (P).

PCR virus Primers
Registro GTHV2 + GTHV3

MTO036 Amp - BB
MTO045 Amp - BB
MT045 Amp - BB
MTO048 Amp - BB
MT049 Amp - BF
MT062 Amp - BB
MT067 Amp - BB
MTO076 Amp - BF
MT087 Amp - BB
MT101 Amp - BB
MT114 Amp - BB
MT116 NA*

MT116 NA*

MT146 Amp - BB
MT146 Amp - BB
RT030 Amp - BB
RT040 Amp - BB
RT042 Amp - BB
RT050 Amp - BB
RTO051 Amp - BB
RT090 Amp - BB
RT090 Amp - BB
RT146 Amp - BB
RT164 Amp - BB
RT168 Amp - BB

RT197 Amp - BB
Total =21

Tipo de material
Papiloma
Tecido
Papiloma
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Papiloma
Tecido
Papiloma
Tecido
Papiloma
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Tecido
Papiloma
Tecido
Papiloma
Papiloma
Tecido
Tecido

Qualidade da sequéncia
Primers GTHV3/GTHV2

Boa / boa

Boa / razoavel
Contaminada / razoavel
Ruim / boa

Ruim / ruim

Boa / boa

Boa / boa

Ruim / ruim

Ruim / boa

Boa / boa

Boa / contaminada
Truncada / truncada
Contaminada / truncada
Boa / boa

Razoavel / razoavel
Boa/ boa

Boa / boa

Boa / boa

Boa / contaminada
Boa/ ruim

Boa / boa

Truncada / truncada
Boa / boa

Ruim / razoavel
Boa / boa

Boa / contaminada

Grupo/Haplétipo
B7
B7
B7

B7 e B8
nd
B7
B7
nd
B7
B8
B7
nd
nd
B7
B8
B7
B7
B7
B7
B7
B7
nd
B8
B8
B8
B8

Onde: Amp = Amplificou; NA = Nao Amplificou; MT = tartarugas capturadas vivas em mergulho de captura
intencional; RT = tartarugas encontradas encalhadas por meio de rede remota de resgate; BB = Banda boa; BMF
= Banda muito fraca; BF = Banda fraca; NA* = Nao amplificou, nenhuma banda, ndo deveria ter sido sequenciada,

erro de selecdo de amostra.
Fonte: A autora, 2021.
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Figura 21 - Eletroferograma do sequenciamento de trés amostras do fragmento da DNA
polimerase (DNApol) do alfa-herpesvirus 5 de quelonideo (ChHV5) de Chelonia mydas.
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Legenda: Visualizagdo do eletroferograma evidenciando os picos de cada base nitrogenada nas fitas Senso
(Foward), e Antisenso (Reverse). Cada uma das bases estd representada por uma cor, a saber: preta indica a
Guanina; verde, a Adenina; em vermelho, a Timina; e azul, a Citosina. Onde: A. amostra MT146P (haplétipo B7);
B. amostra MT101P (hapldtipo B8); C. amostra MT48TS (presenca de ambas as bases dos hapl6tipo B7 e B8); TS
= Tecido Saudavel e P = Papiloma.

Fonte: A autora, 2021.

4.5 Analises utilizando sequéncias de nucleotideos e frequéncias haplotipicas

A Tabela 6 apresenta a listagem das variantes do ChHV5 encontradas nesta dissertacao
com outras variantes da mesma regido (Brasil/Atlantico Ocidental), ou de outras regides dos
Oceanos Atlantico (América do Norte - Fl6rida; Caribe — Barbados e Porto Rico; Africa - llha
Principe) e do Pacifico (América do Norte - California; América Central — Costa Rica, Mexico
e Nicaragua; Australia e Hawaii). As variantes B2 (Brasil - BA), B3 (Costa Rica), B5 e B6
(Australia), B9 (Brasil - SP), B10 (Brasil - PR), B11, B12, B13 (llha Principe), e B14 (Porto
Rico) aparecem apenas uma Unica vez. Por outro lado, as variantes A (16 vezes - California,
Costa Rica, México, Nicaragua, Brasil-PR, e Porto Rico), B1 (nove vezes — Florida, Barbados
e Brasil - CE), B4 (quatro vezes — Hawaii e Costa Rica), B7 (49 vezes - Ilha Principe, Porto
Rico, Brasil- ES, RJ, SP, PR), e B8 (13 vezes - Brasil- RJ, SP, PR) séo as mais frequentes.
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Tabela 6 - Identificacdo das variantes do alfa-herpesvirus 5 de quelonideo (ChHV5), com N°

de Acesso, Espécie, Ano de coleta das amostras, Codigo do Pais, Regido, Pais / Regido, tipo de

Grupo / Variante, e Referéncias, em varios locais dos Oceanos Atlantico e do Pacifico.

N° de Acesso
Amostra_1_MT45TS
Amostra_2_MT45P
Amostra_5 MT146TS
Amostra_6_MT146P
Amostra_8 RT90P
Amostra_9 _MT36P
Amostra_10_MT101P
Amostra_11 RT146P
Amostra_12_RT164P
Amostra_13 MT48TS
Amostra_15 MT62TS
Amostra_16_MT67TS
Amostra_18 MT87TS

Amostra_19 MT114TS

Amostra_20_RT30TS
Amostra_21 RT40TS
Amostra_22 RT42TS
Amostra_23_RT50TS
Amostra_24 RT51TS
Amostra_25 RT168TS
Amostra_26_RT197TS
AF035003

AF035004

AF035005

AF049904

AF239684

AF299107

AF299108

AF299109

AF299110
AY390420
AY390421
AY390422
AY395516
AY646888
AY646889
AY646890
AY646891
AY646892
AY646893
AY646894
HQ878327
HM348895
HM348896
HM348897
HM348898
HQO000006
HQO000007

JN580279

JN580280

JN580281

JN580282

JN580283

Espécie
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
cC
LO
CM
CC
CM
LO
CM
CM
CM
CM
CC+El
cC
cC
CcC
CM
CM
CM
LK
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM
CM

Ano Caddigo do Pais Regido

2013
2013
2015
2015
2014
2013
2014
2015
2016
2013
2014
2014
2014
2015
2013
2014
2014
2014
2014
2016
2016
1997
1997
1997
1997
2000
b2000
2000
2000
2000
2001
2001
2000
2001
1993
1995
1993
1990
1994
1993
2002
2003
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2010
2010
2010
2006

BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
USA
USA
USA
CRI
USA
AUS
AUS
MEX
BRB
USA
PRI
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
STP
STP
STP
STP
STP
STP
PRI
PRI
PRI
PRI
PRI

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

RJ

HI

FL
FL
PAC
HI
PAC
PAC
PAC
Caribe
HI
Caribe
CA
FL
FL
FL
FL
FL
FL

HI

FL

HI
Africa
Africa
Africa
Africa
Africa
Africa
Caribe
Caribe
Caribe
Caribe
Caribe

Pais / Regido
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Brasil, RJ
Havai
Estados Unidos, FL
Estados Unidos, FL
Costa Rica, Pacifico
Havai
Austrélia, Pacifico
Austrélia, Pacifico
México, Pacifico
Barbados
Havai
Porto Rico
Estados Unidos, CA
Estados Unidos, FL
Estados Unidos, FL
Estados Unidos, FL
Estados Unidos, FL
Estados Unidos, FL
Estados Unidos, FL
Havai
Estados Unidos, FL
Havai
Ilha Principe
Ilha Principe
Ilha Principe
Ilha Principe
Ilha Principe
Ilha Principe
Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico
Porto Rico

Grupo /
Variante
B7
B7
B8
B7
B7
B7
B8
B8
B8
B7
B7
B7
B7
B7
B7
B7
B7
B7
B7
B8
B8
B4
Bl
Bl
A
B4
B5
B6
A
B1
B
A
A
A
Bl
Bl
A
B1
B1
B4
B1
B4
B12
B7
B11
B7
B13
B7
B7
B7
B7
B7
B14

Referéncia
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo
essa dissertacdo

Quackenbush et al.
Quackenbush et al.
Quackenbush et al.
Quackenbush et al.

Yuetal. 2001

Quackenbush et al.
Quackenbush et al.
Quackenbush et al.
Quackenbush et al.

1998
1998
1998
1998

2001
2001
2001
2001

Greenblatt et al. 2005a
Greenblatt et al. 2005a
Greenblatt et al. 2005a
Greenblatt et al. 2005b
Ene et al. 2005

Ene et al. 2005

Ene et al. 2005

Ene et al. 2005

Ene et al. 2005

Ene et al. 2005

Ene et al. 2005
Ackermann et al. 2012
Patricio et al. 2012
Patricio et al. 2012
Patricio et al. 2012
Patricio et al. 2012
Patricio et al. 2012
Patricio et al. 2012
Patricio et al. 2012
Patricio et al. 2012
Patricio et al. 2012
Patricio et al. 2012
Patricio et al. 2012
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JN580284 CM 2005 PRI Caribe Porto Rico B7 Patricio et al. 2012
JN938584 CM 2010 BRA SP Brasil, SP B9 Rodenbusch et al. 2012
JN938585 CM 2010 BRA SP Brasil, SP B8 Rodenbusch et al. 2012
JN938586 CM 2009 BRA ES Brasil, ES B7 Rodenbusch et al. 2012
JN938587 CM 2010 BRA SP Brasil, SP B7 Rodenbusch et al. 2012
JN938588 CM 2010 BRA BA Brasil, BA B2 Rodenbusch et al. 2012
JN938589 CM 2010 BRA CE Brasil, CE B1 Rodenbusch et al. 2012
KP724834 CM 2010 CRI PAC Costa Rica, Pacifico A Chaves et al. 2017
KP724835 CM 2010 CRI PAC Costa Rica, Pacifico A Chaves et al. 2017
KP724836 CM 2010 CRI PAC Costa Rica, Pacifico B4 Chaves et al. 2017
KP724837 LO 2010 NIC PAC  Nicardgua, Pacifico A Chaves et al. 2017
KP724838 LO 2010 NIC PAC  Nicardgua, Pacifico A Chaves et al. 2017
KP724839 CM 2010 CRI PAC Costa Rica, Pacifico A Chaves et al. 2017
KP724840 CM 2012 CRI PAC Costa Rica, Pacifico [B3 Chaves et al. 2017
KP724841 LO 2011 NIC PAC  Nicaragua, Pacifico A Chaves et al. 2017
KP724842 LO 2010 NIC PAC  Nicardgua, Pacifico A Chaves et al. 2017
KP724843 LO 2010 NIC PAC  Nicardgua, Pacifico A Chaves et al. 2017
KP724844 CM 2011 CRI PAC Costa Rica, Pacifico A Chaves et al. 2017
KP724845 LO 2010 NIC PAC Nicardgua, Pacifico A Chaves et al. 2017
KR048335 CM 2011 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048336 CM 2011 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048337 CM 2011 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048338 CM 2011 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048339 CM 2011 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048340 CM 2011 BRA SP Brasil, SP B8 Monezi et al. 2016
KR048341 CM 2011 BRA SP Brasil, SP B8 Monezi et al. 2016
KR048342 CM 2011 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048343 CM 2011 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048344 CM 2011 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048345 CM 2005 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048346 CM 2005 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048347 CM 2006 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048348 CM 2006 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048349 CM 2006 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048350 CM 2006 BRA SP Brasil, SP B8 Monezi et al. 2016
KR048351 CM 2006 BRA SP Brasil, SP B8 Monezi et al. 2016
KR048352 CM 2006 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048353 CM 2006 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048354 CM 2001 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048355 CM 2006 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048356 CM 2006 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048357 CM 2011 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048358 CM 2011 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KR048359 CM 2011 BRA SP Brasil, SP B7 Monezi et al. 2016
KU048039 CM 2014 BRA PR Brasil, PR B8 Domiciano et al. fi-pub?
KU048040 CM 2014 BRA PR Brasil, PR B7 Domiciano et al. fi-pub?
KU048041 CM 2014 BRA PR Brasil, PR B7 Domiciano et al. fi-pub?
KU048042 CM 2014 BRA PR Brasil, PR B10 Domiciano et al. fi-pub?
KU048043 CM 2014 BRA PR Brasil, PR A Domiciano et al. fi-pub?
MH144348 CM 2014 BRA PR Brasil, PR B7 Domiciano et al. 2019
MH144349 CM 2014 BRA PR Brasil, PR B8 Domiciano et al. 2019
MH144350 CM 2014 BRA PR Brasil, PR A Domiciano et al. 2019

Onde: CM = Chelonia mydas; CC = Caretta caretta; El = Eretmochelys imbricata; LO = Lepidochelys olivacea; LK = Lepidochelys
kempii; AUS = Australia; BRA = Brasil; BRB = Barbados; CRI = Costa Rica; MEX = México; NIC = Nicaragua; PRI = Porto Rico;
STP = Ilha Principe; USA = Estados Unidos; CA = California; FL = Flérida; HI = Havai; PAC = Pacifico; BA = Bahia; CE = Ceary;
ES = Espirito Santo; PR = Parand; RJ = Rio de Janeiro; SP = S8o Paulo; fi-pub? = dados ndo publicados? As cores em trés tons de
verde, referem-se aos anos de coleta das amostras. As cores em dois tons de azul, cinza e branco, se referem as diferentes variantes.
Em amarelo, estdo as amostras do Brasil, e em laranja, as amostras de outras espécies de tartaruga, ndo Chelonia mydas. Fonte: A
autora, 2021.
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A Figura 22 representa a relagdo entre as variantes na forma de uma arvore de Maxima

Verosimilhanca.

Figura 22 - Analise filogenética das sequéncias parciais da DNA polimerase do alfa-
herpesvirus 5 de quelonideo (ChHV5). Arvore de Maxima Verosimilhanca da relagdo entre as

variantes encontradas neste estudo e em varios locais dos Oceanos Atlantico e do Pacifico.
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Legenda: Os valores de bootstrap sdo mostrados para 0s pontos de ramificacdo. Sequéncias de nucleotideos de
Angra dos Reis (R.J.) foram geradas neste estudo e comparadas com sequéncias de ChHV5 do Genbank. CM =
Chelonia mydas; CC = Caretta caretta; EI = Eretmochelys imbricata; LO = Lepidochelys olivacea; LK =
Lepidochelys kempii; AUS = Australia; BRA = Brasil; BRB = Barbados; CRI = Costa Rica; MEX = México; NIC
= Nicaragua; PRI = Porto Rico; STP = Ilha Principe; USA = Estados Unidos; CA = California; FL = Flérida; HI
= Havai; PAC = Pacifico; BA = Bahia; CE = Ceard; ES = Espirito Santo; PR = Paran4; RJ = Rio de Janeiro; SP =
Sdo Paulo. Fonte: A autora, 2021.
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A Figura 23 apresenta a relacdo entre as variantes encontradas neste estudo e em varios

locais dos Oceanos Atlantico e do Pacifico na forma de uma rede.

Figura 23 - Rede da relacdo entre as variantes de alfa-herpesvirus 5 de quelonideo (ChHV5)

da linhagem B encontradas neste estudo e em varios locais dos Oceanos Atlantico e do Pacifico.

[ Brazil, CE
B Erazil, BA
I Brazil, ES
I Brazil RJ

) Brazil, 5P
[ Brazil, PR
B Fuerto Rico
[ Pincipe Island
B USA FL

N Barbados
[ Costa Rica (Pacific)
B Hawaii

I Australia (Pacific)

B11

B1

Legenda: Representacdo da rede das diferentes as variantes encontradas no presente estudo, onde o tamanho das
circunferéncias é proporcional ao nimero de individuos que possuem essas variantes. A ocorréncia dos individuos
no Brasil esta representada pelas cores: azul, vinho, vermelho, rosa e ab6bora.

Fonte: A autora, 2021.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho se concentrou na deteccdo do alfaherpesvirus 5 quelonideo (ChHV5) em
amostras de tumor e de tecido saudavel de tartarugas verdes da regido de Angra dos Reis (RJ)
acometidas pela fibropapilomatose. Os individuos de Chelonia mydas com FP analisados
avaliados neste trabalho, conforme as tabelas 1 e 2 apresentadas nos resultados acima, foram
todos (100%) classificados como juvenis. O valor médio do comprimento curvilineo de
carapaca (CCC) foi de 40,38 + 5,34 cm (tanto para as tartarugas capturadas por mergulho, MT,
quanto as capturadas por resgate de encalhes, RT); a largura curvilinea de carapaca (LCC)
apresentou valor medio de 35,9 £+ 4,84 cm (para MT e RT); e o peso dos animais foi em média
6,4 + 3,2 kg. Estas medidas enquadram-se com os valores de referéncia de até 89 cm de CCC
para tartarugas-verdes juvenis, descritos por Pritchard e Mortimer (1999). Estudos que
analisaram adultos e jovens observaram frequéncia maior em juvenis, como nos resultados
obtidos por Ene e colaboradores (2005), que observaram que os individuos acometidos pela FP
possuiam uma amplitude de variagdo de comprimento de 29 cm a 61 cm, em habitats neriticos
(perto da costa). Em outro estudo realizado no Brasil, no Rio Grande do Norte e Ceard, a
frequéncia de individuos juvenis (28,6%) com FP foi muito maior em comparagdo aos adultos
(4,3%) (DA SILVA-JUNIOR et al., 2019), com tartarugas que tinham uma amplitude de
variacdo de comprimento de 25 cm a 118,33 cm. Em Chaves e colaboradores (2017), 57,7%
dos individuos com FP eram juvenis e apenas 9,8% adultos, mais uma vez provando que a
maior classe de tartarugas acometidas foi de juvenis. O motivo para que tartarugas nesta etapa
do ciclo de vida serem mais afetadas seria que estas tartarugas entraram em contato com o virus
no momento em que se dirigem do mar aberto para 0 ambiente costeiro, seu local de alimentacao
(ENE et al., 2005). Visto que a expressdo da fibropapilomatose vem sendo relacionada com a
baixa imunidade, outra explicacdo para a maior taxa de contagio ser em juvenis € justamente o
fato de que nestes, o0 sistema imunoldgico ndo é completamente desenvolvido. Por este motivo,
os adultos, que também véo para areas de alimentacdo, teriam menor chance de contrair o virus
(TAGLIOLATTO et al., 2016). Porém, Zamana e colaboradores (2021) discordam deste
pensamento, apontando que os adultos sdo 0s mais suscetiveis. Isto mostra a necessidade de
futuras investigacOes sobre a imunogenicidade da fibropapilomatose.

Os animais coletados no mergulho de captura intencional (MT) estavam todos vivos,
portanto suas respectivas amostras estavam mais integras para realizar as analises genéticas. Ja

as amostras referentes aos animais originados via a rede remota de resgate de encalhes (RT),
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ndo estavam em bom estado de conservacdo, visto que vieram, em sua maior parte, de
individuos mortos. Alguns DNAs genOmicos extraidos apresentavam ‘arrasto’ intenso,
sinalizando uma degradacdo dos fragmentos de alto peso. Apesar disto, conseguimos extrair o
DNA gendmico total de todas as 58 amostras trabalhadas (Tabela 3) e amplificamos o
fragmento da DNA polimerase (DNApol) do ChHV5 de cerca de 48% das amostras extraidas,
conforme apresentado na tabela 4. Naturalmente, nesta dissertacdo ha maior carga de alfa-
herpevirus em tumores do que no tecido saudavel do mesmo individuo, e as amostras de tumor
geram melhores resultados no quesito deteccdo do DNA, esse resultado foi similar ao obtido
por Work e colaboradores (2015). As razfes da dificuldade de amplificagdo de 29 (~52%) das
56 amostras analisadas podem ter sido a presenca de produtos da extragéo que inibiram a reagéo
de PCR, quantidade de DNA genémico ndo ajustada, DNA genémico muito degradado (oriundo
de carcacas de tartarugas em decomposi¢do), ou ainda, a auséncia ou presenca indetectavel do
virus no tecido saudavel da tartaruga acometida por fibropapilomas. A presenca do DNA de
ChHV5 em amostras de tecido saudavel de animais com FP foi observada em diversos estudos
e diferentes locais do globo (57% no Havai, LU et al. 2000; 48% em Porto Rico, PAGE-
KARIJIAN et al. 2012; 58% na Costa Rica e Nicardgua, CHAVES et al., 2017). O uso da PCR
convencional foi satisfatorio para detectar e amplificar o virus nas amostras de interesse neste
trabalho. Em Rodenbusch e colaboradores (2014) a técnica da PCR convencional também foi
usada e foi possivel detectar as variantes virais, confirmando também a eficacia da técnica neste
tipo de analise.

Apds o sequenciamento, conseguimos identificar duas variantes virais nos animais da
regido de Angra dos Reis (R.J.), as variantes B7 e B8, como apresentado nas tabelas 5 e 6. Em
Monezi e colaboradores (2016), a variante B7 também foi a mais presente, com sua detec¢do
em 21 das 25 sequéncias obtidas para o estado de Sao Paulo, sendo as outras quatro sequéncias
da variante B8. Rodenbusch e colaboradores (2012), também com amostras do Brasil,
reportaram cinco variantes distintas: B1 (para o Ceara), B2 (para a Bahia), B7 (para o Espirito
Santo e Séo Paulo), B8 e B9 (para Sdo Paulo). Considerando que as amostras B1 sdo comuns
na regiao da Flérida (USA, QUACKENBUSH et al. 1998; ENE et al. 2005) e esta presente no
Caribe (Barbados, QUACKENBUSH et al. 2001), geograficamente faz sentido a presenca da
variante B1 no Cearé (existe uma reconhecida afinidade das faunas do Nordeste do Brasil e do
Caribe). J& Domiciano e colaboradores (2019), dados nédo publicados disponiveis no Gene
Bank, descrevem as variantes do ChHV5 presentes no Parand, Sul do Brasil, mais
especificamente a variante A, que apresenta afinidade com a regido do Pacifico (frequente na
Costa Rica e Nicaragua, CHAVES et al. 2017; presente no México, QUACKENBUSH et al.
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2001; e, também, na Flérida e Porto Rico, GREENBLATT et al. 2005a), além da presenca das
variantes B7, B8 e da B10, tipicas do Atlantico. Patricio e colaboradores (2012) também
identificaram a variante B7, que prevaleceu entre os individuos (8 em 12) na Africa (llha
Principe) e no Caribe (Porto Rico). Além da variante B7, apareceram as variantes B11 (1), B12
(1), B13 (1), na llha Principe e B14 (1), em Porto Rico (ver Tabela 6). Das 15 amostras desta
dissertacdo para a variante B7, nove eram originarias de mergulho de captura intencional e
cinco da rede de resgate de encalhes, ja para a variante B8, duas amostras eram de mergulho e
quatro da rede de resgate de encalhes, o que nos mostra que também é possivel realizar
identificacdo em tecidos mais degradados. As razfes da dificuldade de sequenciamento das
cinco amostras, das 26 sequenciadas, que ndo geraram sequencias aproveitaveis podem ser a
quali- ou quantidade do produto da PCR, o rendimento da purificacdo dos produtos de
amplificacdo, ou ainda, erro na selecdo de amostras que ndo amplificaram (caso das amostras
MT116P e MT116TS).

Outro fato que chamou bastante atencdo neste trabalho foi que as amostras de tecido
saudavel (TS) e papiloma/tumor (P), referentes a uma mesma tartaruga (MT 146), apresentaram
variantes diferentes, as variantes B8 e B7, respectivamente. Um resultado similar, foi
encontrado por Ene e colaboradores (2005), que identificou uma tartaruga proveniente de
Indian River Lagoon (USA) infectada com as variantes A e B. Outro estudo, realizado por
Domiciano e colaboradores (2019), também apresentou este resultado com as respectivas
variantes A e B identificadas em um mesmo individuo. 1sso pode ser consequéncia do padréo
migratorio entre a area de nidificacdo e a de forrageamento, individuos de diferentes
locais/origens natais podem ter contato e transmitirem ou se infectarem com diferentes variantes
do ChHV5. No Brasil, vimos que tartarugas-verdes portando as variantes B7 e B8 estédo
distribuidas no Sudeste (Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo), e Sul (Parand) do Brasil
(RODENBUSCH et al., 2014; MONEZI et al., 2016; DOMICIANO et al., 2019; e esta
dissertacéo).

Na tabela 7, podemos observar que (1) no ano de 2013, todas (100%) as amostras
possuem a variante B7; (2) nos anos 2014 e 2015, ambas as variantes B7 e B8 foram
identificadas em proporgGes decrescentes de B7 (89% e 50%, respectivamente para 2014 e
2015) e crescentes de B8 (11% e 50%, respectivamente para 2014 e 2015); e (3) no ano de
2016, apenas a variante B8 (100%) foi registrada. Isto pode sugerir uma possivel mutacgéo, a
partir do final de 2014, de B7 para B8, visto que as variantes diferem em apenas um passo

mutacional (Guanina para Adenina, ver Figura 21 e 23).
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Tabela 7 - Identificacdo das variantes do ChHV5, com N° de Acesso, Ano de coleta das
amostras, Pais / Regido, tipo de Grupo / Variante, % de variantes, em varios locais dos Oceanos
Atlantico e do Pacifico.

Grupo/
N° de Acesso Ano Pais / Regido Variante % das variantes
Amostra_1 MT45TS 2013 Brasil, RJ B7
Amostra_2_MT45P 2013 Brasil, RJ B7
Amostra_9 MT36P 2013 Brasil, RJ B7
Amostra_13_MT48TS 2013 Brasil, RJ B7
Amostra 20 RT30TS 2013 Brasil, RJ B7 100% B7
Amostra_8_RT90P 2014 Brasil, RJ B7
Amostra_15 MT62TS 2014 Brasil, RJ B7
Amostra_16_MT67TS 2014 Brasil, RJ B7
Amostra_18 MT87TS 2014 Brasil, RJ B7
Amostra_21 RT40TS 2014 Brasil, RJ B7
Amostra_22_RT42TS 2014 Brasil, RJ B7
Amostra_23 RT50TS 2014 Brasil, RJ B7
Amostra_24 RT51TS 2014 Brasil, RJ B7
Amostra 10 MT101P 2014 Brasil, RJ B8 89% B7, 11% B8
Amostra_6_MT146P 2015 Brasil, RJ B7
Amostra_19 MT114TS 2015 Brasil, RJ B7
Amostra_ 5 MT146TS 2015 Brasil, RJ B8
Amostra 11 RT146P 2015 Brasil, RJ B8 50% B7, 50% B8
Amostra_12 RT164P Brasil, RJ B8
Amostra_25 RT168TS Brasil, RJ B8
Amostra_26 RT197TS Brasil, RJ B8 100% B8

Onde: RJ = Rio de Janeiro. As cores em trés tons de verde, referem-se aos anos de coleta das amostras. As cores
em dois tons de azul, se referem as diferentes variantes, B7 ou B8.
Fonte: Fonte: A autora, 2022.

Os altos valores de bootstrap observados na arvore de Maxima Verossimilhanca (ver
Figura 22) mostram que as sequéncias obtidas nesta dissertacdo (Figura 22, variante B8,
marcada em azul real; e B7, marcada em verde) sao significativamente proximas e relacionadas
entre si do ponto de vista filo genético. Podemos notar que as a maioria das sequéncias obtidas
por outros autores para amostras do Brasil se concentram nas variantes B7 e B8
(RODENBUSCH et al., 2012; MONEZI et al., 2016; DOMICIANO et al., 2019). Temos um
total de 60 variantes descritas para o Brasil, sendo: 41 B7 (68,3%), 13 B8 (21,7%), e seis (10%)
outras variantes (essa dissertacdo: 15/21 B7 e 6/21 B8; RODENBUSCH et al., 2012: 2/6 B7 e
1/6 B8; MONEZI et al., 2016: 21/25 B7 e 4/25 B8; DOMICIANO et al., 2019 e dados néo
publicados: 3/8 B7 e 2/8 B8). A arvore de Maxima Verossimilhanga também mostra a relacéo

do clado B com o clado A, este tltimo foi encontrado em sequéncias no Brasil, sé que em menor
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quantidade (2/60 ou 3,3 % A, DOMICIANO et al., 2019). Tudo isso nos leva a ressaltar que ha,
possivelmente, um fluxo de genes (transmisséo horizontal) entre as tartarugas verdes analisadas
nesta dissertacdo e nos estudos realizados em outras regides do Atlantico e do Pacifico. A
transmissdo horizontal foi detectada por Jones e colaboradores (2020).

Na rede de variantes/haplétipos/grupos apresentada na figura 23, pode-se ver
claramente que para o Brasil, as variantes observadas nesse estudo, B7 e B8, séo as variantes
mais frequentes. Isso pode ser visto pelo didmetro dos circulos (proporcionais as frequéncias
das variantes), que sdo maiores para B7 e B8 (seguidos de B1 e B4), sendo B7 a mais frequente.
Nesta rede, pode-se observar um arranjo em forma de ‘estrela’, com a variante B7 sendo a mais
frequente e provavelmente a mais ancestral. E importante ressaltar que B4, B8, B9, B10, Blle
B12 possuem apenas um passo mutacional a partir de B7, e que B5, B13 e B14 distam dois e
B6, trés passos mutacionais de B7. Ja B1, B2 e B3 estdo bem mais distantes de B7, com quatro
e cinco mutagdes de diferenca, respectivamente. As variantes B3 (Costa Rica), B4 (Havai, Costa
Rica), B5 e B6 (Australia) tem maior ocorréncia no Pacifico, enquanto B1 e B2 ocorrem no
Atlantico Norte (Flérida), no Caribe (Barbados) e Nordeste do Brasil.

A principal contribuicdo desta dissertacdo € o registro das variantes B7 e B8 para
tartarugas-verdes na regido de forrageamento de Angra dos Reis (R.J.), e a determinagéo de
alteracdo da frequéncia de ocorréncia das variantes ao longo do periodo analisado, de 2013 a
2016. A ocorréncia de mais de uma variante do alfa-herpesvirus quelonideo 5 (ChHV5) em
uma mesma tartaruga indica a possibilidade de contaminacdo em diferentes locais, antes e apds
a chegada na regido costeira (WHITMORE et al. 2021). Também houve 6timo rendimento da
amplificacdo do fragmento da DNApol, tanto em tecido saudavel e papiloma de tartarugas-
verdes com fibropapilomatose, comprovando a utilizagdo do PCR convencional para a

identificacdo das variantes.
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CONCLUSOES

e A prevaléncia da fibropapilomatose em tartarugas-verdes da area de alimentacdo da
regido de Angra dos Reis (R.J.), no periodo de 2013 a 2016, foi de 14,4% (58 tartarugas

acometidas em 404 capturadas);

e Dois hapl6tipos do gene da DNApol do virus ChHV5 (variantes virais), B7 e B8, foram
identificadas em amostras de tumor e tecido saudavel de tartarugas-verdes com

fibropapilomas, da regido de Angra dos Reis (R.J.).
e Asvariantes B7 e B8 sdo predominantes nos individuos da regido Sudeste-Sul do Brasil.
e A deteccdo do alfa-herpesvirus 5 de quelonideos (ChHV5) e suas variantes nos animais

da regido de forrageamento de Angra dos Reis (R.J.) registra o estado de alteracdo do

meio ambiente local.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Esse trabalho pode ser complementado com analises de mais individuos da populacéo
de tartarugas verdes de Angra dos Reis (RJ). Embora ndo tenha sido possivel a execugdo de
amplificacfes entre individuos clinicamente saudaveis, conseguimos resultados satisfatorios
com as acometidas por fibropapilomatose.

Novos ensaios com animais infectados e aparentemente saudaveis sdo necessarios a fim
de que se possa entender melhor a disseminacdo e expressao dos sinais clinicos, bem como a
etiologia da fibropapilomatose. Além disso, estudos envolvendo a dindmica populacional, suas
origens natais, filogenia, impactos que favorecem a disseminacdo e expressdo da FP,
permitiriam conhecer mais a respeito do funcionamento do virus em questdo. Todas essas
observacgdes se fazem necessarias para que 0 manejo correto realizado nos locais onde ha

individuos doentes seja feito e para que a taxa de individuos infectados seja reduzida.
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ANEXO A - Outros experimentos realizados durante a pesquisa.

O meu Curso de mestrado se iniciou com a minha candidatura, no segundo semestre de 2019,
ao Programa de Po6s-Graduacdo em Ecologia e Evolucdo da UERJ para desenvolver um projeto
envolvendo paternidade multipla da espécie de tartaruga marinha Dermochelys coriacea, no litoral do
Espirito Santo. Devo dizer que a minha experiéncia em genética e nas técnicas de biologia molecular
era nula, mas a vontade de trabalhar com essas tartarugas gigantes era um sonho desde o inicio da
graduacdo. Tinhamos planejado estudar as consequéncias do rompimento das barragens do Rio Doce na
nidificacdo e nascimento de filhotes de tartaruga de couro, em Regéncia, E.S. Apesar de termos firmado
uma colaboracdo com a Dra. Sarah Maria Vargas, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), que trabalha com a reproducéo das tartarugas de couro,
surgiram obstaculos. O principal foi a dificuldade de obter as amostras das mées e filhotes da espécie, e
do tempo que isto demandaria levando em conta o periodo do mestrado e a necessidade de investir no
meu treinamento nas técnicas de genética molecular, desta forma, o projeto foi alterado. Neste caso, ndo
foi realizado nenhum experimento para esse projeto, apenas o treinamento nas técnicas basicas de
extracdo de DNA gendmico a partir de amostras de tartaruga e de amplificacdo por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) da regido controle do DNA mitocondrial, procedimentos ja estabelecidos e de rotina
do Laboratério de Genética Marinha (LGMar).

No inicio de 2020, uma nova proposta de projeto de dissertacdo, envolvia a amplificacdo de
microssatélites para determinar as relagdes de parentesco em Chelonia mydas da regido de Angra dos
Reis (R.J.) (visto que ja tinhamos as amostras no LGMar). Com o inicio da pandemia do COVID-19, e
as dificuldades, tanto de acesso ao laboratorio (regularizado ap6s a vistoria sanitaria em agosto de 2020),
quanto de amplificagdo com o conjunto de iniciadores que possuimos (Cm 3, Cm 72, Cm 58, Cc 117,
Or 7, Cc 7), metade deles heter6logos, desenvolvidos para outra espécie, Caretta caretta, novas
dificuldades surgiram. Tivemos muita dificuldade para padronizar o protocolo de amplificacdo dos
microssatélites, e consultando o Prof. Dr. Fabricio Rodrigues Santos, da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), nosso colaborador (com experiéncia com microssatélites), soubemos que a equipe dele
também encontrava dificuldades técnicas. O Dr. Fabricio ofereceu de me receber para tentar amplificar
0s microssatélites, com o apoio de uma aluna de doutorado, mas com o recrudescimento da pandemia
do COVID-19 ndo foi possivel realizar o trabalho na UFMG (que também estava funcionando com
restricdo de acesso). Assim, este segundo projeto também foi alterado. Neste caso, varios meses foram
gastos na padronizacdo da amplificagdo dos microssatélites, com sucesso de menos de 10% dos

experimentos.
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Em meados do ano de 2021, foi decidido trabalhar com o projeto apresentado nesta dissertacao.
A decisdo de se trabalhar com este tema foi porque havia amostras disponiveis no LGMar de individuos
acometidos com fibropapilomatose e, também, os iniciadores, GTHV2 e GTHV3, prontos para a
amplificacdo do fragmento da DNA polimerase viral. Foi realizado, entdo, um teste piloto de
amplificacBes pela PCR do material de interesse do estudo, tumor e tecido saudavel de animais
acometido com a FP. Com os resultados positivos do experimento piloto, foi dado prosseguimento ao
projeto. Como apresentado nos resultados e na discussao, obtivemos resultados muito interessantes com
este trabalho.
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Ministéria do Meio Ambients - MMA
Instituto Chico Mendes de Consarvagio da Biodiversidade - ICMEBio
Slstema de Aulorzaglo & Infermagio em Blodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 567091 Data da Emissio: 051 2/2016 07:06 Data para Revalidagio®: 04/01/2018

* De acordo com o arl. 28 da IN 0372014, esta autorizagio tem prazo de validade equivalenie as previsio no cronograma de afividades do projela,
mas deverd ser revalidada anualmente madiants a apresentagio do relatédo de afividades a ser enviado par meio do Sisbio no prazo de atd 30 dias
a conlar da dala do aniversaso do sua amissdo

Dados do titular

Momes: GISELE LOBO HAJDU CPF: 8382301 21781

Titule do Projeto; Caracterizagio genética e delarminagiio da ecgem natal das Chelonia mydas do Projeto PROMONTAR - ANGRA

Morme da Instiegdo | UER - UNIVERSIDADE DO ESTADD D0 RIO DE JANEIRD CMNPJ: 33.540.014/0001-57

Locais onde as atividades de campo serac executadas

[@] Municipio [ UF [Descrigio do local [ Tipo
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[
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Esla documento (Aulorizagio para alividades com finalidade gienlifica) foi expedido com basa na Instrugio Mormatva n® 32014, Alravés do céadigo
de aulentcagéo abaixo, gualquer cidadds podend verificar a autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pégina do Sishicd CMBio na
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Minisigro do Meio Ambienta - MMA
Instituto Chico Mendes de Consarvagio da Blodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagio & Informagio em Blodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 567091 | Data da Emissdo: 05M2/2016 07:06 Data para Revalidagio™: 04/01/2018

* De acordo com o ard. 28 da IN 0372014, esta autorizagio tem prazo de validade equivalenie as previsio no cronograma de alividades do projela,
mas deverd ser revalidada anualmente madiants a apresentagio do relatéso do atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo doe até 30 dias
a contar da dala do aniversaso do sua emissao

Dados do titular

Mome: GISELE LOBO HAJDU CPF: 930.201.217-91
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de autenticagho abaixo, qualguer cidadds poderd verificar a autenticidade ou regulandsde deste documanto, por meio da pagina do Sisbio/ CMBio na
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